Könny és corneális biomarkerek szerepe szemészeti és szisztémás betegségek korai diagnosztikájában by Csutak, Adrienne
KÖNNY ÉS CORNEÁLIS BIOMARKEREK SZEREPE SZEMÉSZETI ÉS SZISZTÉMÁS 





 MTA DOKTORI ÉRTEKEZÉS  
 
 






















Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)
1  
Tartalomjegyzék 
RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 4 
1 BEVEZETÉS 7 
1.1 A humán könny 7 
1.2 A könny plazminogén aktivátor-plazminrendszere 8 
1.2.1 Enzimkaszkád a szaruhártya sebgyógyulási folyamataiban 11 
1.3 A szaruhártya refraktív-lézersebészete 12 
1.3.1 A szaruhártya refraktív lézersebészeti beavatkozásainak áttekintése 14 
1.3.2 Fotorefraktív keratektómia (PRK) 16 
1.3.3 Lézer-asszisztált in situ keratomileusis (LASIK) 19 
1.4 A diabétesz mellituszról röviden 20 
1.4.1 A diabéteszes retinopátia 21 
1.4.2 A könnyfehérjék jelentősége diabéteszes retinopátiában 22 
1.4.3 A diabétesz okozta szemszövődmények szűrése 22 
1.4.4 Potenciálisan alkalmazható új szemészeti szűrőmódszerek 26 
1.4.4.1 In vivo konfokális cornea mikroszkópia 26 
1.4.4.2 Ultraszéles látószögű oftalmoszkópia 26 
2 CÉLKITŰZÉSEK 29 
3 ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 30 
3.1 Refraktív célú lézersebészeti beavatkozásokkal kapcsolatos kísérletek 30 
3.1.1 Fotorefraktív keratektómia 30 
3.1.2 Lézer-asszisztált in situ keratomileusis 31 
3.1.3 Könnymintavételek és a kapcsolódó biokémiai vizsgálatok 31 
3.1.3.1 Könnymintavételek 31 
3.1.3.2 Az urokináz típusú plazminogén aktivátor aktivitásának meghatározása 32 
3.1.4 Állatkísérletek a haze tanulmányozására és a kapcsolódó biokémiai vizsgálatok 33 
3.1.4.1 Állatmodell a haze indukálására és gátlására, a terhesség, mint rizikófaktor 33 
3.1.4.2 Az urokináz típusú plazminogén aktivátor aktivitásának meghatározása 34 
3.1.5 Humán vizsgálatok 36 
3.1.5.1 A plazminogén aktivátor inhibitor szintek meghatározása refraktív 
lézersebészeti beavatkozások során 36 
3.1.5.2 Plazminogén – aktivátor és inhibitor, valamint hormonszint vizsgálatok 
terhesség során 37 
dc_1780_20
Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)
2 
 
3.1.6 Statisztikai analízisek a refraktív lézersebészeti beavatkozásokkal kapcsolatosan 38 
3.2 Szaruhártyafekély képződéséhez kapcsolódó kísérletek 39 
3.2.1 Rekombináns plazminogén aktivátor inhibitor-2 39 
3.2.2 Rekombináns plazminogén aktivátor inhibitor-2 alkalmazása állatmodellben 40 
3.3 A cukorbetegek diabéteszes szemszövődményeihez kapcsolódó vizsgálatok 41 
3.3.1 Diabéteszes retinopátiára jellemző könnyfehérjék azonosítása 41 
3.3.2 Tanuló algoritmusok alkalmazhatósága a diabéteszes retinopátia szűrésére 43 
3.3.3 Potenciálisan alkalmazható új szűrőmódszer a szemészetben 45 
3.3.3.1 In vivo konfokális cornea mikroszkópia 45 
3.3.3.2 Ultraszéles látószögű pásztázó lézer oftalmoszkópia 47 
4 EREDMÉNYEK 50 
4.1 Könnyenzimek tanulmányozása a szaruhártya sebgyógyulási folyamataiban 50 
4.1.1 Állatmodell alkalmazása a haze hatásmechanizmusának megismerésére, 
indukálására és gátlására; a vemhesség, mint rizikófaktor. 50 
4.1.2 Az aprotinin hatásmechanizmusának tanulmányozása állatmodellben, urokinázt 
gátló hatása a nyúl szaruhártya sejtjeire refraktív lézerkezelést követően 52 
4.1.3 Plazminogén aktivátor inhibitorok a humán könnyben, jelentőségük a haze 
kialakulásában 54 
4.1.3.1 Plazminogén – aktivátor és inhibitor, valamint hormonszint vizsgálatok 
terhesség során 57 
4.1.4 A rekombináns plazminogén aktivátor inhibitor-2 alkalmazása a 
szaruhártyafekélyek gyógyításában, állatmodellben 61 
4.2 Diabéteszes retinopátia szűrése kapcsán elért eredményeink 64 
4.2.1 Fehérjekoncentráció mintázat analízise II-es típusú cukorbetegek könnymintáiban
 64 
4.2.1.1 Könnyfehérjék azonosítása 65 
4.2.1.2 GenesSpring analízis 68 
4.2.1.3 ROC analízis diabéteszes retinopátia potenciális biomarkereinek kutatásához 69 
4.2.2 Gépi tanulórendszerek a diabéteszes retinopátia szűrésében 70 
4.2.3 Könnyproteomikai alapú tanuló algoritmusok eredményei 71 
4.2.3.1 Kombinált módszertan alkalmazávásal kapott eredmények 74 
4.2.4 Potenciálisan alkalmazható új vizsgáló eljárások a diabétesz okozta retinopátia 
szemszövődmények szűrésében 75 
4.2.4.1 In vivo konfokális cornea mikroszkópia 75 
4.2.4.2 In vivo konfokális cornea mikroszkópia, követéses vizsgálat 80 
4.2.4.3 Ultraszéles látószügű pásztázó lézer oftalmoszkópia 83 
dc_1780_20
Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)
3 
 
5 MEGBESZÉLÉS 87 
5.1 Könnyenzimek tanulmányozása a szaruhártya sebgyógyulási folyamataiban 87 
5.1.1 Állatmodell alkalmazása a haze mechanizmusának megismerésére, indukálására és 
gátlására; a vemhesség, mint rizikófaktor 89 
5.1.2 Az aprotinin hatásmechanizmusának tanulmányozása állatmodellben, urokinázt 
gátló hatása a nyúl szaruhártya sejtjeire refraktív lézerkezelést követően 92 
5.1.3 Plazminogén aktivátor inhibitorok a humán könnyben lézerkezeléseket követően, 
jelentőségük a haze kialakulásában 94 
5.1.4 A plazminogén aktivátor és inhibitor, valamint hormonszint vizsgálatok terhesség 
során 95 
5.1.5 A rekombináns plazminogén aktivátor inhibitor-2 alkalmazása a 
szaruhártyafekélyek gyógyításában, állatmodellben 97 
5.2 A diabétesz okozta szemszövődmények szűrése 97 
5.2.1 Könny proteomikai alapú szűrés 98 
5.2.2 Informatikai alapú szűrés 99 
5.2.3 Kombinált szűrés 100 
5.2.4 Potenciálisan alkalmazható új vizsgáló eljárások a diabétesz szemszövődményeienk 
szűrésében és követésében 101 
5.2.4.1 In vivo konfokális cornea mikroszkópia 101 
5.2.4.2 Ultraszéles látószögű pásztázó lézer oftalmoszkópia 103 
6 ÚJ EREDMÉNYEK 106 
6.1 A szaruhártya sebgyógyulási folyamatainak vonatkozásában 106 
6.2 A diabétesz okozta szemszövődmények szűrésének vonatkozásában 106 
7 AZ EREDMÉNYEK GYAKORLATI JELENTŐSÉGE 107 
7.1 A szaruhártya sebgyógyulási folyamatainak vonatkozásában 107 
7.2 A diabéteszes szemszövődmények szűrése vonatkozásában 107 
8 KÖSZÖNETNYILVÁNÍTÁS 109 
9 IDÉZETT IRODALOM 111 
10 PUBLIKÁCIÓK 140 
Az értekezés alapjául szolgáló in extenso közlemények, szabadalmak 140 
Az értekezésben nem szereplő in extenso közlemények 142 
Egyetemi doktori (PhD fokozat) megszerzése utáni in extenso közlemények 142 
Egyetemi doktori (PhD fokozat) megszerzése előtti in extenso közlemények 147 
Feltalálói tevékenységhez kapcsolódó egyes iparjogvédelmi eljárások 149 
MTMT tudománymetriai adatok 151 
 
dc_1780_20




ACC: Accuracy (pontosság) 
AMD: Age-related macular degeneration (időskori makuladegeneráció) 
ArF: Argon-fluorid 
ARM: Age-related maculopathy (időskori makulopátia) 
AUC: Area under the curve (görbe alatti terület) 
CCM: Confocal corneal microscopy (konfokális cornea mikroszkópia) 
CNV: Chorioretinal neovascularisation (chorioretinális neovaszkularizáció) 
cDNS: Coding desoxyribonucleic acid (kódoló dezoxiribonukleinsav) 
D: Dioptria 
DM: Diabétesz mellitusz 
DR: Diabéteszes retinopátia 
EDTA: Etil-diamin-tetra-acetát 
ELISA: Enzime-linked immunosorbent assay (enzim-kötött immunoassay) 
Epi-LASIK:  Epithel LASer-assistated In situ Keratomileusis (epiteliális lézer-asszisztált in situ 
keratomileusis) 
ESI: Electrospray ion source (elektrospray ionforrás) 
FDA: Food and Drug Administration (Az Amerikai Élelmiszer- és 
Gyógyszerellenőrző Hatóság) 
GA: Geographic atrophy (geografikus atrófia) 
H: Healthy (egészséges csoport) 
HPLC: High pressure liquid chromatography (nagy teljesítményű folyadék 
kromatográfia) 
IC: International classification (nemzetközi klasszifikáció) 
i.m.: Intramuszkuláris 
IOP: Intraocular pressure (szem belnyomás) 
iTRAQ: Isobaric tags for relative and absolute quantification (izobár reagensekkel 
történő jelölés relatív és abszolút kvantitáláshoz) 
KIU: Kallikrein inactivating unit (kallikrein inaktiváló egység) 
kNN: K-nearest neighbours (k-legközelebbi szomszéd (algoritmus – gépi tanulás)) 
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LASEK: LASer -assistated subEpithelial Keratomileusis (lézer-asszisztált szubepiteliális 
keratomileusis) 
LASIK: LASer In situ Keratomileusis (lézer-asszisztált in situ keratomileusis) 
LC-MS: Liquid chromatography - mass spectrometry (folyadék kromatográfiával 
kapcsolt tömegspektrométer) 
logReg: Logistic regression (algoritmus - gépi tanulás) 
LRP: Likehood ratio positive (pozitív valószínűségi hányados) 
LRN: Likehood ratio negative (negatív valószínűségi hányados) 
MA: Mikroaneurizma 
mRNS: Messenger ribonucleic acid (hírvivő ribonukleinsav) 
MS: Mass spectrometry (tömegspektrometria) 
n: Esetszám 
N: Normál csoport 
NaOH: Nátrium-hidroxid 
NBD: Nerve branch density (idegelágazódások sűrűsége) 
NFA: Nerve fibre area (idegrost területe) 
NFD: Nerve fibre density (idegrostok sűrűsége) 
NFL: Nerve fibre length (idegrostréteg hossza) 
NFW: Nerve fibre width (idegrost szélessége) 
NP: Nem proliferatív csoport 
NPV:  Negative predictive value (negatív 
prediktív érték) 
p: Statisztikai valószínűség értéke 
P: Proliferatív csoport 
PA: Plazminogén aktivátor 
PAA: Plazminogén aktivátor aktivitás 
PAI: Plazminogén aktivátor inhibitor 
PCA: Principal components analysis (főkomponens analízis)  
CR: Polymerase chain reaction (polimeráz láncreakció) 
PED: Pigment epithelial detachment (pigment epitél leválás) 
pH: pondus Hidrogenii (hidrogénion-kitevő) 
PMN: Polymorphonuclear granulocytes (polimorfonukleáris granulociták) 
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PREC: Positive predictive value (pozitív prediktív érték) 
PRK: PhotoRefractive Keratectomy (fotorefraktív keratektómia) 
PTK: Phototherapeutic keratectomy (fototerápiás keratektómia) 
RK: Radial keratotomy (radiális keratotómia) 
ROC: Receiver operating characteristic curve (ROC elemzés, különböző tesztek 
szenzitivitásának és specificitásának összehasonlítására alkalmas ábrázolási 
módszer) 
Rpart: Recursive partitioning (rekurzív partícionáló (algoritmus – gépi tanulás))  
RGB: Red - green - blue (vörös, zöld és kék (additív színkeverés modellje))  
RNS: Ribonukleinsav 
SBK: Sub-Bowman's keratomileusis (Keratomileusis a Bowman membrán alatt) 
SD: Standard deviáció (szórás) 
SDS-PAGE:  Sodium-dodecyl-sulfate polyacrylamide gelelectrophoresis (nátrium-dodecil 
szulfátos poliakrilamid gélelektroforézis technika) 
SENS: Sensitivity (szenzitivitás) 
SPC: Specificity (specificitás) 
SPI: Serin protease inhibitor (szerin proteáz inhibitor) 
SVM: Support vector machine (tartóvektor-gép (algoritmus – gépi tanulás)) 
T1DM: I-es típusú diabétesz mellitusz 
TBD: Nerve fibre total branch density (idegrost teljes elágazódásainak sűrűsége) 
TE-PRK: Transepithelial photorefraktive keratectomy (transepiteliális fotorefraktív 
keratektómia) 
tPA: tissue-type plasminogen activator (szöveti típusú plazminogén aktivátor) 
uPA: urokinase-type plasminogen activator (urokináz típusú plazminogén aktivátor) 
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1 BEVEZETÉS 
1.1 A humán könny 
 
A könnyfilm megfelelő mennyiségi és minőségi összetétele elengedhetetlen a tökéletes 
látásélesség [1], a szaruhártya és kötőhártya védelme és táplálása szempontjából [2], [3]. A 
szem elülső szegmentjében lévő könnyfilm-réteg számos fehérjét tartalmaz, melyek 
differenciális megjelenése, illetve mennyiségi változása jellemző lehet az egyes betegségekre 
[4], [5].  
A humán könny víztiszta, enyhén lúgos (pH: 7,2-7,4), sós ízű folyadék. Egyenletes, kb. 
3,4±2,6 µm vastag filmréteg formájában fedi a szaruhártya (cornea) és kötőhártya (conjunctiva) 
felszínét. Termeléséért a fő könnymirigy (glandula lacrimalis), a járulékos könnymirigyek, 
valamint a kötőhártya kehelysejtjei együttesen tehetők felelőssé. Átlagos termelésük mértéke 
megközelítőleg 2 µl/perc [6]. A könnyfilm a pislogás révén néhány másodpercenként képződik 
újra. Egyenletes eloszlatását - a szaruhártya és a kötőhártya felszínén - a szemhéjak zárása 
biztosítja, mely elengedhetetlen a könnyfilm könnyutak felé történő tereléséhez és 
elvezetéséhez [7]. A pislogások közti időintervallum jelentős mértékben meghatározza az 
evaporáció mértékét. 
A könnyfilmnek három rétegét különböztetjük meg. A szaruhártya epitél rétege felől 
kifelé haladva az első a mucin réteg, mely kb. 0,02-0,05 µm vastag, glikoproteinek, 
proteoglikánok, glikolipidek alkotják. Eredetét tekintve a kötőhártya kehelysejtjeiből, a Manz-
féle mirigyekből és a Henle-kriptákból származik. A szaruhártya felszínéhez a hámsejtek 
mikrobolyhai kötik, minek eredményeként a hidrofób hámfelszínek hidrofillé alakulnak, és 
ezáltal válnak alkalmassá a vizes réteg megkötésére. Ezen nedvesítés hatására az epitél sejtek 
közti egyenetlenségek kitöltődnek, ami elengedhetetlen a tökéletes refrakció szempontjából. A 
második a vizes fázis, mely a könnyfilm kb. 90%-t teszi ki. Egyik határa sem éles - ezért 
tekintjük kétfázisúnak a könnyfilmet -, mind a mucin, mind a lipid fázissal keveredhet. A 
könnyfilm jelentős része (kb. 98%) víz, kb. 1%-ban tartalmaz anorganikus sókat (NaCl, KCl), 
ionokat (Mg2+, Ca2+), nyomokban Fe2+-t, organikus anyagokat, fehérjéket (0,2-0,6%), melyek 
elsősorban immunglobulinok (IgA, IgG, IgE), albumin, lizozim. Éhgyomri cukor tartalma 3,6 
mg/100 ml (0,2 mmol/l), cukorbetegség esetén átlag 16,6 mg/100 ml (0,92 mmol/l) értékre 
tehető [8]. Eredetét tekintve a kötőhártya strómájában elhelyezkedő járulékos könnymirigyek - 
Krause és Wolfring- féle mirigyek - termelik. Barrier funkcióján túl, felel a szaruhártya 
hidratáltságáért, antibakteriális hatású és biztosítja az avaszkuláris szaruhártya anyagcseréjét. 
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A harmadik a lipid fázis, kb. 0,15-0,2 µm vastag, apoláros viaszészterek és poláros 
zsírsavészterek alkotják. Termeléséért elsősorban a Meibom mirigyek, valamint kisebb 
mértékben a Zeiss- és Moll-mirigyek felelősek. Legfontosabb feladata, a könnyfilm 
evaporációjának a megakadályozása, a szaruhártya felszínének védelme a kiszáradástól [9]. 
A termelés szempontjából kétféle kiválasztási mechanizmust különböztethetünk meg: 
alap és reflexes szekréciót. Az alapszekréció akarattól független és főként a járulékos mirigyek 
termelése felelős érte. A Meibom mirigyek termelése kettős; mind neuronális mind hormonális 
reguláció alatt áll. A lipidtermelés szempontjából a hormonális reguláció a meghatározó. A 
reflexes szekréció neuronális beidegzésű; a szaruhártya és a kötőhártya szenzoros idegei vegyi, 
mechanikus, termikus hatására aktiválódnak, és a fő könnymirigyet és a kötőhártya 
kehelysejtjeit beidegző paraszimpatikus és szimpatikus efferens rostokon keresztül mucin - és 
folyadéktermelést indítanak [8], [9]. 
A könnyfilm megfelelő mennyiségi és minőségi összetétele elengedhetetlen a 
kötőhártya és a szaruhártya védelme szempontjából, melyben a könnyfehérjék játszanak 
elsődleges szerepet. A könny fehérjéi a könnymirigyek által termelt, a szaruhártya és a 
kötőhártya sejtjei által szekretált és a vérből átkerülő fehérjékből állnak [10]. Elektroforetikus 
módszerrel Gachon és mtsai kb. 60 féle fehérjét azonosítottak a könnyben [11], majd a nagy 
hatékonyságú folyadékkromatográfiás (HPLC) és tömegspektrometriás (MS) módszerek 
megjelenésével több mint 1500 fehérjét ismerhettünk meg [12]–[14]. Ezen fehérjék három fő 
csoportba sorolhatóak: i) a szérumban is azonosítható fehérjék ii) csak a könnyben azonosítható 
fehérjék, iii) a könnyben és epitél sejtekben is detektálható fehérjék. A könnyben detektálható 
fehérjék legjelentősebb képviselői: a lizozim, a laktoferrin és a könnyspecifikus prealbumin 
[15]. 
A  szaruhártya sebeinek gyógyulása során, illetve bizonyos betegségekben, generalizált 
kórképekben a könnyfilmrétegben található fehérjék megjelenése, eltűnése, illetve mennyiségi 
változása jellegzetes mintázatot és időbeli lefolyást mutat [16]–[19].   
1.2 A könny plazminogén aktivátor-plazminrendszere  
A szaruhártya sebgyógyulási folyamatait két nagy rendszer szabályozza aktivátorok és 
inhibitorok útján. A plazminogén aktivátor-plazminrendszer a degradációért és a károsodott 
extracelluláris mátrix eltakarításáért felelős [20], [21], míg a másik rendszer, az aktivált 
keratociták révén a károsodott kollagén struktúrák helyére újonnan szintetizálandó kollagén 
fibrillumok létrehozásáért [21]–[25]. A két rendszer harmonikus működési egyensúlya 
elengedhetetlen a szaruhártya sérülését követő reepitelizáció szempontjából. 
A plazminogén aktivátor-plazminrendszer egyensúlyának felborulása a szaruhártya 
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sebgyógyulási folyamatait két irányba tolhatja el: egyrészről a szaruhártya hegesedése, 
másrészről elhúzódó sebgyógyulás, esetenként szaruhártyafekély kialakulásához vezethet [26]–
[28]. 
A plazminogén aktivátorok (PA) specifikus szerin proteázok, a plazminogén Arg560 és 
Val561 aminosav alegységei közötti kötés hasításával aktiválják az inaktív plazmint [29], [30]. 
A plazminogén aktivátoroknak 2 fő típusát különböztetjük meg, a szöveti típusú plazminogén 
aktivátort (tPA) és az urokináz típusú plazminogén aktivátort (uPA). A normál könny nagy 
mennyiségű urokináz antigént tartalmaz, mely valószínűleg kizárólag inhibitor-komplex 
formájában van jelen, az uPA aktivitása kismértékű míg tPA szint nem detektálható [31]. A 
könny proteáz inhibitor (1-antitripszin, 2-makroglobulin) tartalma igen alacsony [32]. 
Sejttenyészetben számos sejttípus képes PA-t termelni [33]. A szaruhártya, a kötőhártya 
és a könnymirigy szöveteiben is kimutatható PA immunhisztokémiai módszerrel [34]. A 
szaruhártya PA aktivitása urokináz típusú, a könnymirigy csak tPA-t képes termelni [28], [35]–
[37]. Kötőhártya szövettenyészetben mindkét aktivátor megtalálható, az uPA termelésért az 
epitél sejtek felelősek, míg a tPA forrása a kötőhártya ereinek endotél sejtjei [37]. 
A működéséhez fibrin kofaktort igénylő tPA elsősorban a vér fibrinolitikus 
aktivitásában játszik szerepet. Termeléséért és a vérbe történő szekretálásáért elsősorban a 
vaszkuláris endotél sejtek felelősek. Gátlásában legfontosabb a plazminogén aktivátor inhibitor 
1-es típusa (PAI-1). 
Az uPA elsődleges szerepet az extracelluláris proteolízisben játszik és valószínűleg a 
tumorok metasztázis képzésében, inváziójában is fontos szerepet tölt be. Működéséhez fibrin 
kofaktort nem igényel [38]. Az uPA-t endoteliális sejtek, makrofágok és különböző típusú 
leukociták szintetizálják. Megtalálható a könnyben, és feltehetően a kötőhártya és a szaruhártya 
epitél sejtjei szekretálják [35], [37], [39], [40]. PAI-1 antigént nem sikerült normál könnyben 
kimutatni [41], így valószínűleg más inhibitor játszhat szerepet a szem elülső szegmensében 
keletkező uPA gátlásában, mely forrása vagy a könnymirigy, vagy a szem elülső szegmensében 
található sejtek. Az urokináz potenciális leukocita kemoattraktánsként is ismert, és emiatt 
szerepe lehet sejtadhéziós, migrációs, leukocita extravazációs és szöveti infiltrációs 
folyamatokban, gyulladásos megbetegedésekben [42], [43].  
A szaruhártya és kötőhártya epitél sejtjeinek károsodása következtében nagyobb 
mennyiségű uPA kerülhet a könnybe. Patológiás esetekben fokozódhat a kötőhártya ereinek 
permeábilitása is, így egyrészt proteázok proenzim formái, másrészt proteáz inhibitorok 
kerülhetnek a könnybe. Az uPA képes a könnybe kerülő plazminogént aktiválni - tPA normál 
könnyben nem detektálható -, míg az urokináz aktivitást a plazma inhibitorok gátolják (1. 
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ábra)[44]. A keletkező plazmin egyrészt inaktiválódhat, másrészt számos folyamatot elindíthat 




A könny proteolitikusan aktívvá válhat az uPA aktivitás megnövekedésével, hiszen a 
hatására keletkező nagy mennyiségű aktív plazmin felboríthatja az enzimatikus egyensúlyt, a 
könny inhibitor készleteinek kimerítésével. 
A széles szubsztrát specificitású aktív plazmin, már nemcsak a fibrint, hanem az intakt 
kollagén kivételével az extracelluláris mátrix fehérjéit (laminin, fibronektin) is képes hasítani 
[38].  A szaruhártya reepitelizációját a fibronektin lebontása segíti elő, ezáltal válik lehetővé az 
epitél sejtek bekúszása a periféria felől a centrum irányába. A plazmin-indukálta szignalizációs 
hatás a monociták, makrofágok és egyéb gyulladásos sejtek funkcióira is hatással van. In vitro 
és in vivo tanulmányok igazolták, hogy a plazmin képes stimulálni a citokinek, reaktív 
oxigéngyökök (ROS) és egyéb gyulladásos mediátorok termelődését [46]. A plazmin túlzott 
aktivációja krónikus gyulladásban vagy autoimmun megbetegedésekben súlyosbíthatja a 
gyulladásos sejtek aktivációját és a betegség patogenezisét [47]. 
Az aktív plazminogén aktivátorok deaktiválását inhibitoraik végzik. Tőzsér és Berta 
elsőként mutatták ki patológiás humán könnyben az uPA természetes inhibitorait: PAI-1 és -2 
[48]. Mindkét inhibitor a szerpin családba tartozik, szerkezetük és működésük hasonló, azonban 
eltérő biológiai funkciókkal rendelkeznek. A PAI-1 szekretálódó inhibitor; a vérlemezkék, a 
vaszkuláris simaizomsejtek és a májsejtek termelik [49]. A PAI-2 jelentős része nem 
szekretálódik [50], termeléséért elsősorban a trofoblasztok felelősek és az uPA terhesség alatti 
gátlásában játszik fontos szerepet [51], továbbá különféle ráktípusokban (mell- és tüdőrák) 
ismert prognosztikus szerepe [52], [53]. PAI-2 expressziót humán szaruhártya epitél sejtekben 
[54], valamint a kötőhártya sejtjeiben is sikerült kimutatni [55]. 
1. ábra Az uPA aktivitás kinetikai modellje a szaruhártya sebgyógyulási folyamatában.  Az inaktív plazminogén 
aktív plazminná történő átalakításáért az aktivátoraik felelősek, deaktiválásukat inhibitoraik végzik [44]. 
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1.2.1 Enzimkaszkád a szaruhártya sebgyógyulási folyamataiban 
A szaruhártya sebgyógyulási folyamataiban traumás sérülést követően ismert a könny 
plazminogén aktivátor-plazminrendszerének jelentősége [39], [56]–[59]. A károsodott epitél 
sejtekből felszabaduló, plazminogént aktiváló enzimek hasznosak, azonban amennyiben 
enzimszintjük valamilyen ok miatt magasan marad a sebgyógyulási folyamat hosszasan 
elhúzódhat, vagy esetenként be sem következik [28]. 
A plazminogén aktivátor-plazminrendszer aktiválódásának kiemelt szerepe van a sejt- 
és szövettörmelékek eltakarításában, valamint a károsodott kollagén és extracelluláris mátrix 
kijavításában. A könny uPA aktivitása a refraktív sebészeti beavatkozásokat követően is 
megemelkedik, mely arra utal, hogy a fibrinolitikus rendszer szerepet játszik a szaruhártya 
sebgyógyulási folyamataiban (is) [60]. Humán könnymintákban a fotorefraktív keratektómia 
(PRK) beavatkozást követően, a harmadik posztoperatív napon mért alacsony uPA aktivitási 
érték és a sebgyógyulás késői (3-6 hónap) posztoperatív időszakában észlelt szubepiteliális 
homály (haze) kialakulása között szignifikáns összefüggés igazolt [60]. Több, a szaruhártya 
reepitelizációjával foglalkozó vizsgálat számolt be az uPA és receptorai jelenlétéről 
keratinocitákban [61], [62]. Tervo és mtsai immunhisztokémiai vizsgálatokkal igazolták az uPA 
erőteljes, a PAI-1 gyenge és a tPA alig kimutatható jelenlétét a szaruhártya sebzés területében 
[57]. A plazminogén aktivátor-plazminrendszer feltehetően szerepet játszik a fibrin és 
fibronektin reszorpciójában, a szaruhártya epitél sejtjeinek sérülés utáni regenerációjában, és 
elősegíti az inaktív kollagenáz felszabadulását a szaruhártya epitél sejtjeiből, valamint aktiválja 
azt [26]. 
Szaruhártyafekély esetén a páciensek könnymintáiban a proteáz (1-antitripszin, 2- 
makroglobulin) inhibitorok szintje jelentősen megnő, mely fokozatosan tér vissza a normál 
értékre a sebgyógyulás folyamán [63]–[65]. 
A szaruhártya és a kötőhártya súlyos gyulladásos kórképeiben, illetve mészsérülések 
esetén jelentős a könny uPA aktivitás emelkedése [28], [66], melyhez a fekélyesedő szaruhártya 
epitél sejtjei, valamint a polimorfonukleáris leukociták is hozzájárulhatnak [28]. A szem elülső 
szegmensében mért urokináz szint számos folyamat eredőjeként jöhet létre. 
Az inhibitorok a kötőhártya ereinek permeábilitás fokozódása révén kerülhetnek a 
könnybe, hiszen koncentrációjuk a szérumalbumin koncentrációjával párhuzamosan változik, 
az 1-antitripszin esetében azonban a lokális termelés sem zárható ki [63]–[65]. Amennyiben a 
károsodás olyan mértéket ölt, hogy az uPA aktivitás a transszudációval a könnybe kerülő 
inhibitorokat kimeríti, a könny proteolitikusan aktívvá válhat a folyamatos plazmin termelődés 
következtében. Az aktív plazmin, már széles szubsztrát specificitású proteináz, mely a 
dc_1780_20
Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)
12  
prokollagenázt aktiválja. Az aktív kollagenáz szövetkárosodást, a szaruhártya 
alapállományának proteolitikus lebontását eredményezheti, ezáltal meghatározó szerepet tölt 
be a szaruhártyafekélyek kialakulásában [26]. A könnyfilm plazmin koncentrációja és az 
ulceratív folyamat súlyossága közti korreláció ismert [66]. A gyulladásos folyamatok 
kifejlődésével a plazmin aktivitás megnő és a könnyben mért 1 µg/ml koncentráció értéknél az 
inflammatorikus sejtek a szaruhártya stróma állományában is kimutathatóak. Magas plazmin 
aktivitás (2,5-3,0 µg/ml) esetén szaruhártyafekély képződés figyelhető meg és állatkísérletben 
bizonyítottan sikerrel alkalmazható a sebgyógyulási folyamat elősegítésére lokálisan 
alkalmazott plazmin inhibitor (Aprotinin, Gordox 10.000 KIE/ml) [59], [66], [67]. 
Zhou és mtsai leírták natív PAI-2 termelését és tisztítását Escherichia coli 
baktériumsejtekből, azonban a fehérje inklúziós testbe került, ezért csak 8 M urea oldatból 
történő renaturáció után sikerült aktív fehérjét nyerni [68]. A PAI-1 és mutánsai mellett leírták 
hexahisztidin tartalmú PAI-2 expresszióját és tisztítását, azonban az egylépéses affinitás 
kromatográfia csak nagymértékű bakteriális szennyező fehérjét tartalmazó frakciókat 
eredményezett [69]. Bár a PAI-1 legalább olyan hatékony az uPA blokkolásában, mint a PAI- 
2, a PAI-1 metastabil és gyorsan inaktív konformációt vesz fel [70], ami terápiás 
alkalmazhatósága szempontjából kifejezetten hátrányos. A PAI-2 másik előnye, hogy 
fiziológiás intracelluláris formája nem glikozilálódik, ezért a bakteriálisan exprimált fehérje 
teljes mértékben megegyezik az eukarióta sejtek által exprimált intracelluláris fehérjével. 
A PAI-1 és PAI-2 inhibitoroknak számos terápiás alkalmazhatósági területe ismeretes. 
A PAI-2 potenciális alkalmazhatósága ismert daganatos megbetegedésekben[71], [72] és 
pszoriázisban is [73]. 
A könnyfilm plazminogén aktivátor- és inhibitor szintjeinek, valamint azok 
változásainak ismerete további információval szolgálhat a szaruhártya sebgyógyulási 
folyamatáról, és a refraktív lézersebészeti eljárások biztonságosságát is növelheti. 
1.3 A szaruhártya refraktív-lézersebészete 
A szem törőerejének veleszületett vagy szerzett hibái igen gyakoriak, hozzávetőlegesen 
800 millió-2,3 milliárd embert érintenek a világon [74]. Az európai, 25 és 90 év közötti lakosság 
több mint kétharmada él valamilyen mértékű fénytörési hibával, melynek megoszlása az 
alábbiak szerint alakul: kb. 31% kis és közepes fokú miópia, nagyfokú miópia 3%, 
hipermetrópia 25% és 24% asztigmia [75]. A miópia különösen a fiatal felnőttek körében 
gyakori, becslések szerint Európában 227,2 millió ember rövidlátó. Egyes távolkeleti 
országokban (Korea, Tajvan, Kína) a fiatal lakosság körében a miópia prevallenciája eléri a 84-
97%-ot [76]. A látásélesség tökéletes korrekciójára, legyen az szemüvegrendelés, kontaktlencse 
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illesztés vagy valamilyen műtéti beavatkozás, rendkívül nagy az igény [75]. A fénytörési hibák 
hagyományos korrekciós lehetősége a szemüveg rendelése, miópiás esetben konkáv, 
hipermetrópiás esetben konvex, asztigmia esetén cilinderes lencsével. A páciensek egy részénél 
a kontaktlencse viselése jelent alternatívát, melyek típusai, alapanyagai, tulajdonságai 
tekintetében rendkívül eltérőek lehetnek. 
Számos embernek van azonban igénye vagy szüksége hosszan tartó, segédeszköz 
nélküli korrekciós megoldásra, munkahelyi, sport, vagy egyéb, kényelmi célból. Számukra 
jelenthetnek megoldást a látásjavító műtéti megoldások. Szövődménymentes esetben egy jól 
megválasztott műtéti technika az egyén számára ideális megoldás. 
A szem fénytörésének műtéti módosítására alapvetően két lehetőség van. Az egyik, 
leggyakrabban alkalmazott műtéti technika a szaruhártya törőerejének módosítása, mellyel a 
szem össztörőereje és a szemtengely hossza között felborult arány kerül korrekcióra, annak 
érdekében, hogy a szembe bejutó fénysugarak az éleslátás helyén egy fókuszpontban 
egyesülhessenek a retinán. A szaruhártya „átformálásának” leggyakrabban alkalmazott módja 
valamilyen típusú lézeres beavatkozás, ezen kívül alkalmazható módszerek a különböző 
szaruhártyába ültethető eszközök - gyűrűk vagy lencsék - melyek ritkább, súlyosabb fénytörési 
hiba esetén jelenthetnek optimális segítséget. A másik lehetőség, mely jelenleg egyre nagyobb 
teret hódít, a szemlencse cseréje optimális törőerővel rendelkező beültethető műanyag lencsére. 
A beavatkozás gyakorlatilag megegyezik a szürkehályog műtét során végzett szemlencse 
eltávolítással (fakoemulzifikáció) és műlencse beültetéssel, tiszta szemlencse mellett. A jelen 
dolgozat a szaruhártya felszíni „átformálásának” leggyakrabban alkalmazott módjaira, a lézeres 
beavatkozásokra fókuszál. 
Az avaszkuláris szaruhártya szövettanilag - kívülről befelé haladva - több rétegből épül 
fel: a felszíni hám, a Bowman membrán, a stróma, a Dua hártya [77], a Descemet membrán és 
az endotél sejtréteg. Párhuzamosan futó kollagén rostok alkotják a stróma állományát, mely a 
szaruhártya kb. 90%-át teszi ki és a szaruhártya formáját/alakját, valamint stabilitását biztosítja. 
A strómát alkotó kollagén rostok átmérője és egymás közti távolsága azonos (kb. 21-65 
nanométer), elrendeződése szabályszerű, minek következtében a stróma átlátszó. A 
szaruhártyán végzett refraktív célú beavatkozások a stróma állományát érintik, ebből kerül 
eltávolításra egy precízen, napjainkban gyakorlatilag kizárólag számítógép által megtervezett 
részlet. 
A szaruhártya stabilitásáért a strómális mátrix tehető felelőssé, elaszticitását pedig 
rostszerkezete és rostközi kapcsolatai határozzák meg. Normál szaruhártya struktúra esetén 
ezen tulajdonságok természetes egyensúlyban állnak. A szaruhártya szerkezetét továbbá 
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rigiditása jellemzi, mely biztosítja konzisztenciáját, megakadályozza ellapulását és "stabilan" 
tartja szöveti szerkezetét. A szaruhártya elülső kétharmada a Bowman membránnak 
köszönhetően elasztikusabb, mely fontos tényező a biomechanikai stabilitás szempontjából 
[78]. A szaruhártya stabilitása strukturális változása esetén gyengül, minek következtében a 
szaruhártya kóros kiboltosulása tágulat, ektázia alakulhat ki. A biomechanikai stabilitást "sértő" 
hatásokkal elsősorban mély ablációk (pl. lézer-asszisztált in situ keratomileusis (LASer In situ 
Keratomileusis, LASIK), jelentősebb ablációs mélység (pl. jelentősebb refrakciós hiba 
korrekciója), illetve vékonyabb visszamaradó strómaágy (pl. vékonyabb szaruhártya) esetében 
kell számolnunk. 
1.3.1 A szaruhártya refraktív lézersebészeti beavatkozásainak áttekintése 
A refraktív sebészeti beavatkozások elméleti lehetőségének a kidolgozása Lans holland 
szemorvos nevéhez fűződik, aki 1896-ban írta le a szaruhártya bemetszését, az asztigmia  
korrekciós  lehetőségeként [79].  Sato 1930-ban végezte az első műtéteket, mely 
„hagyományos” vágást jelentett a szaruhártyán a Descemet membrán behasításával. Az 
alkalmazott módszer körülbelül 6 Dipotria (D) miópia fénytörési hiba korrigálását tette 
lehetővé. Az alkalmazott technika megítélését a szövődmények jelentős száma azonban 
kérdésessé tette a [80]. Az első keratomileusist (görög kifejezés, keras: szaru, mileusis: vésés), 
a szaruhártya átformálását Barraquer végezte 1963-ban. Ez a műtéti technika már a 
hipermetrópia korrekcióját is biztosította. A szaruhártyából egy előre megtervezett réteg került 
eltávolításra, melyet fagyasztás formált át, majd az újraformált szaruhártya részlet került 
visszaültetésre. Az eljárás meglehetősen pontatlan és kezdetleges volt, azonban jóval a LASIK 
technika megjelenése előtt vetette fel a mikrokeratóm kidolgozásának igényét [80]. Rutinszerű 
eljárássá a Fjodorov által 1974-ben közölt ún. radiális keratotómia vált, mely során gyémánt 
késsel ejtettek radiális bemetszéseket a szaruhártyán, a különböző fénytörési hibák korrekciója 
céljából [80]. 
Az igazi áttörést a refraktív szemsebészetben a lézerek megjelenése eredményezte, mely 
sokáig egyet jelentett az ún. excimer lézerek alkalmazásával. Az excimer kifejezés a lézer 
típusára utal, „excited dimer”, valamilyen nemesgáz (pl. xenon dimer) gerjesztésével előállított 
lézersugárra. Kifejlesztésének célja az 1970-as években először ipari felhasználás, mikrocsipek 
nagy pontosságú előállítása volt. Ekkor figyelték meg, hogy az így előállított lézerfény nagy 
pontosságú, termális károsodás nélküli vágásra képes, mely ideálissá teszi orvosi sebészi 
beavatkozásban történő használatát. Az excimer lézer szemészeti kifejlesztése az 1980-as évek 
elején kezdődött. Az első, széles körben elterjedt és mind a mai napig alkalmazott, fotorefraktív 
keratektómia (PhotoRefractive Keratectomy, PRK) típusú lézeres korrekciós műtétet 1987-ben 
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Trokel végezte el [81], [82]. A módszer 1995-ban kapott engedélyt az Amerikai Élelmiszer- és 
Gyógyszerellenőrző Hatóságtól (FDA), tehát immár egy negyedszázados múltra tekint vissza. 
A 193 nm hullámhosszúságú argon-fluorid excimer lézer a refraktív hibák korrigálását a 
szaruhártya elülső strómális rétegének átformálásával végzi; a környező területek károsítása 
nélkül, nagy pontossággal képes a szöveteket "elpárologtatni" a szaruhártyából, így kiválóan 
alkalmas a fénytörési hibák megszüntetésére, csökkentésére és egyes szaruhártya betegségek 
kezelésére. A lézerkészülék a szaruhártya hámtól megfosztott strómájának finom átalakításával 
szünteti meg a szem fénytörési hibáját. 
A különböző típusú lézeres beavatkozások abban térnek el egymástól, hogy a 
szaruhártyának a kezelésre alkalmas területét milyen módon érjük el. A diagnosztikus 
módszerek fejlődésével lehetőség nyílt a szaruhártya és a szem, mint optikai rendszer 
fénytörésének még pontosabb feltérképezésére, szaruhártya topográfia és a szem ún. magasabb 
rendű aberrációinak mérésére. Ezen technikákat kombinálva megfelelő számítógépes 
támogatással a lézersugár a páciens szaruhártyáját egyénre szabottan képes „ideális” alakúvá 
formálni, így korrigálva a fénytörési hibát. 
 
A fotorefraktív kezelések leggyakrabban alkalmazott típusai az alábbiak: 
 
 
• Felszíni abláció: fotorefraktív keratektómia (PhotoRefractive Keratectomy, PRK); lézer-
asszisztált szubepiteliális keratomileusis (LASer-assisted SubEpithelial Keratomileusis, 
LASEK); epiteliális lézer-asszisztált in situ keratomileusis (epi-Laser- Assisted in situ 
keratomileusis, epi-LASIK); transz epiteliális-PRK (Trans Epithelial- PRK, TE-PRK). 
• Lamelláris abláció: közismert nevén lézer-asszisztált in situ keratomileusis (LASer- 
Assisted in situ Keratomileusis, LASIK). 
• Felszíni lamelláris abláció: Bowman membrán alatt végzett keratomileusis (Sub- 
Bowman Keratomileusis, SBK). 
 
A műtéttechnika fő különbségei a kezelendő terület elérési technikájából fakadnak: 
 
 
▪ PRK: az epitélium föllazítása és eltávolítása mechanikusan, 20%-os alkohol 
alkalmazásával vagy annak mellőzésével történhet. 
▪ LASEK: az epitélium föllazítása 20%-os alkohollal történik, melyet felemelnek, 
megkímélnek és az ablált zóna területére visszahelyeznek. 
▪ Epi-LASIK: az epitéliumot mikrokeratómmal emelik föl mechanikus úton, megkímélik 
majd az ablált zóna területére helyezik vissza a műtét végén. 
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▪ TE-PRK: az epitélium mechanikus eltávolítására itt nem kerül sor. A refrakciós 
profiltervezés, az epitélium eltávolítására és a korrigálandó refrakciós hiba korrigálására 
együttesen történik. A beavatkozás egyik legfontosabb előnye a kiszámíthatóan sima 
reguláris felszín, a hátránya pedig az, hogy a profil megtervezésnél jól kiszámítható, 
egységes epitél réteggel számol, mely betegenként azonban eltérő lehet. Az egyéni 
varianciákból fakadhat a bizonyos esetekben tapasztalható alul tervezés, vagy éppen 
ennek az ellenkezője, a túlkorrekció. 
▪ PTK: terápiás célzattal végzett PRK kezelés. A felszín közeli szaruhártya homályok, 
valamint bizonyos esetekben a posztoperatíven kialakult lebenykomplikációk (mikro és 
makro striák) kezelésére ajánlott eljárás. A beavatkozás elvégzése előtt optikai koherencia 
tomográf (optical coherence tomography, OCT) vizsgálat végzése feltétlenül szükséges, 
hogy a szaruhártya homályok kiterjedését és mélységét meghatározzuk. 
 
Bármely fent nevezett műtéti beavatkozás mellett szólnak érvek és ellenérvek, vannak 
előnyei és hátrányai. A megfelelő műtéti technika kiválasztásában fontos tényező a páciens 
legjobban korrigált látásélessége, magasabb rendű aberrácói, a szaruhártya vastagsága, továbbá 
a páciens fájdalomtűrő képessége, életvitele, és elvárása a műtétet követő látásélességgel 
kapcsolatban. 
A disszertáció a műtéti technikák teljes bemutatásának igényét nem célozza, elsősorban 
a leggyakrabban alkalmazott és általunk tanulmányozott technikák ismertetésére fókuszál: a 
PRK és LASIK kezelésekre. A technikák mindegyikére jellemző, hogy a szaruhártya 
felszínének lézerrel történő átalakításával biztonságosan, hatékonyan és kiszámíthatóan 
korrigálják a szem refraktív törési hibáit és egyöntetűen elmondható, hogy refraktív 
kimenetelüket tekintve tervezhetőek, eredményeik összehasonlíthatóak, és azok igen 
hasonlóak. 
1.3.2 Fotorefraktív keratektómia (PRK) 
PRK kezelés során, a szaruhártya epiteliális rétegeinek - meghatározott területű - 
eltávolítása lokális érzéstelenítés mellett mechanikai, kémiai vagy lézeres úton történhet, 
melyet a szaruhártya lézerrel történő átalakítása követ. Miópia korrekciója során, a szaruhártya 
relatív görbületét csökkentjük a lézerkezeléssel - 1 D refrakciós hiba korrigálása kb. 10 µm-es 
ablációs mélységet igényel 5,5 mm átmérőjű kezelési területen[83]-, minek következtében 
csökken a szaruhártya fénytörése, és így a szembe beeső fénysugarak fókuszpontja az üvegtesti 
térből hátrébb helyeződik, optimális esetben a retina felszínére (a makulára). Hipermetrópia 
kezelése során célunk éppen ellentétes, a szaruhártya relatív görbületét növeljük, és ezáltal 
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A PRK kezelés leggyakoribb, esetenként a késői látásélességet is befolyásoló komplikációi 
a refrakciós regresszió és a haze (3. ábra) kialakulása a szaruhártyában [86]–[90]. 
  
 
A haze kialakulása a lézerkezelést követő első, illetve a 3.-6. hónapok közötti 
időszakban a legvalószínűbb [91], de később kialakult szubepiteliális homályokról is beszámol 
az irodalom [92]. Incidenciája igen tág határok között mozog, az irodalomban 0,6%-tól akár 




2. ábra A PRK kezelés sematikus ábrája hipermetrópia és miópia esetén.  
Ahol (A) normál szem, (B) az epitélium mechanikus eltávolítása. A szaruhártya felszín átalakításához alkalmazott lézerfény profilja 
(C) hipermetrópia és (D) miópia esetén. Átalakított szaruhártya felszín (E) hipermetrópia (F) miópia esetén. 
[Forrás: Sári Erika szerkesztésével készített saját anyagunk] [85]. 
3. ábra Haze kialakulása a szaruhártyában a posztoperatív  
1. hónapot követően. 
[Forrás: Hassan Ziad szerzőtársam saját képanyaga] 
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fejlődése [89] és a pontosabban megválasztott műtéti indikációs terület adhat magyarázatot, 
minek eredményeként a haze előfordulási gyakorisága csökken. Kialakulását több ismert 
tényező is befolyásolja, melyek közül a legfontosabb a szükséges refrakciós korrekció 
nagysága, ezáltal az abláció mélysége. A korrigálandó refrakciós hiba nagyságával a haze 
kialakulásának valószínűsége nő [88]. PRK típusú műtéti technika elvégzése biztonsággal 
javasolt közepes és kis fokú miópia esetén [97], valamint 4,25 D hipermetrópia korrekciójáig 
[98]–[101]. Az életkor nem befolyásolja a haze kialakulását [102], az UV expozíció azonban 
fokozza a szubepiteliális homály és a miópiás regresszió valószínűségét is [103]. 
Kialakulásának pontos patomechanizmusa a mai napig nem ismert, de a vastagodás a 
szaruhártya törőerejének megváltozását okozza és regresszió alakul ki [92]. Hasonló jellegű 
elváltozások az epitéliumot is érinthetik, mely szintén oka lehet a miópiás és hipermetrópiás 
regressziónak [104], [105]. 
A szaruhártya epitél rétegének eltávolítása, idegvégződései szabaddá válását 
eredményezi a korai posztoperatív időszakban, mely fényérzékenységet, idegentest érzést, 
kezdetben erőteljes könnyezést és akár kifejezett homályos látást is eredményezhet. A 
reepitelizácó már az első 6 órán belül megkezdődik, és az alkalmazott ablációs terület 
nagyságának függvényében PRK esetében kb. 3-5 napot, TE-PRK esetében pedig 1-3 napot 
vesz igénybe [106]. A látásélesség az egyéni sebgyógyulási folyamattól függően fokozatosan 
tér vissza [91]. A potenciális komplikációk ellenére a PRK kezelés hosszú távú prognózisa 
helyesen megválasztott indikáció esetén, általában kitűnő [107], [108]. 
A hámfosztott szaruhártya reepitelizációja ugyan a 3-5. posztoperatív napra általában 
befejeződik, de az epitélium teljes vastagságát csak a 6. hónapra nyeri vissza [106]. A 
reepitelizációt követő haze kialakulásáért valószínűleg a strómában aktiválódó keratociták és a 
bevándorló gyulladásos sejtek tehetők felelőssé. Ezen aktivált keratociták olyan kollagén 
fibrillumokat termelnek, melyek struktúrája eltér a normálistól. Ezáltal a stróma megvastagszik, 
hiperpláziássá válik, minek következtében a szaruhártya törőereje megváltozik, és miópiás 
regresszió következik be. Természetesen a strómális hiperplázia csak egyik lehetséges oka a 
miópiás „shift” kialakulásának, hiszen az epitéliumot is érintheti hasonló jellegű elváltozás 
[104], [109]. 
Korábbi kutatási eredményeink igazolták a könny összetételének jelentőségét a PRK 
típusú lézersebészeti beavatkozást követő sebgyógyulási folyamatokban. Humán 
könnymintákban, a műtétet követő harmadik posztoperatív napon mért alacsony uPA aktivitási 
érték szignifikáns összefüggést mutatott a sebgyógyulás késői időszakában észlelt haze 
kialakulásával [60]. A plazminogén aktivátor-plazminrendszer aktiválódása a sebgyógyulási 
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folyamatok során hasznos és kívánatos, működése révén valósulhat meg a szövet és 
sejttörmelékek eltakarítása, valamint a károsodott kollagén rostok és az extracelluláris mátrix 
eliminálása. 
1.3.3 Lézer-asszisztált in situ keratomileusis (LASIK) 
Az ún. lebenyes technikák (pl. LASIK) a haze kialakulásának kiküszöbölése céljából 
kerültek kifejlesztésre. Bevezetése a görög származású Pallikaris nevéhez fűződik (1992), FDA 
engedélyt az eljárás 1998-ban kapott. 
Az eljárás során egy speciális, mechanikus eszköz (mikrokeratóm) vagy 
femtoszekundum lézer segítségével képeznek lebenyt a szaruhártya felső rétegeiből. A 
szaruhártya teljes vastagságának függvényében a javasolt képzett lebeny 160-180 µm. Annak 
érdekében, hogy a későbbi funkcionális és anatómiai, illetve strukturális stabilitást megőrizzük 
a kezeletlen (érintetlenül maradó) szaruhártya vastagsága legalább 250 µm kell, hogy maradjon. 
A szemfelszínen képzett lebeny felhajtását követően az excimer lézer "elpárologtatja" a kívánt 
korrekciónak megfelelő strómális szövet mennyiséget, majd a lebeny visszahajtásra kerül 
eredeti pozíciójába a szaruhártya felszínére (4. ábra). 
 
 
4. ábra A LASIK kezelés egyszerűsített ábrája.  
Ahol (A) normál szem, (B) szaruhártya lebeny készítés 
mikrokeratómmal (C) a szaruhátya felszín lézeres átalakítása, (D) a 
lebeny visszahelyezése.  
[Forrás: Sári Erika szerkesztésével készített saját anyagunk] [85]. 
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A LASIK kezelés előnye a PRK-val szemben, a minimális posztoperatív fájdalom, a 
kisebb mértékű strómális keratocita aktiváció és refrakciós regresszió [110]–[117]. LASIK 
kezelést követő haze kialakulásáról alig számol be az irodalom [118], [119]. A látásélesség 
javulása gyors, néhány órát vagy napot vesz igénybe, bár az első néhány héten a látásélesség 
fluktuációja számos esetben megfigyelhető [120]. Hátrányai lehetnek intraoperatívek, 
leggyakrabban a lebeny készítésével kapcsolatosak; vékony, irreguláris, "gomblyuk", 
inkomplett, torz vagy szabad lebeny alakulhat ki. A lebenyes technikából kifolyólag az 
összefekvő rétegek között ún. "interface" komplikációk alakulhatnak ki (fertőzéses eredetű 
keratitisz, diffúz lamelláris keratitisz, centrális toxikus keratitisz, marginális steril szaruhártya 
infiltráció). A gyulladás elérheti a 12,4%-ot és a posztoperatív szakban a látásélesség 
csökkenését eredményezheti [113]. Hosszabb távon, igen ritkán az epitél sejtek strómaágyba 
vándorlása következtében epiteliális benövés (a lebeny és a strómaágy közötti sebfelszínen) 
depozitumok alakulhatnak ki, melyek a szaruhártya átlátszóságát veszélyeztethetik [112]. 
Lebeny okozta ismert, nem kívánt posztoperatív vizuális jelenségek: a káprázás (glare), 
csillagszórás típusú jelenség (starburst) és a fényforrás körül megjelenő fényudvar (halo); mely 
akár a kezelt betegek 12%-át is érinti [114]–[116]. A lebeny készítése továbbá a szaruhártya 
szenzoros denervációját eredményezi, mely száraz szem kialakulásához vezethet [117]. Ezen 
kívül számoltak már be alulkorrekcióról, regresszióról, asztigmiáról és igen ritkán ektázia 
kialakulásáról is. Az Egyesült Államokban a LASIK kezelés a preferáltabb refraktív műtéti 
eljárás [121], melynek hátterében kulturális különbségek is állhatnak. 
1.4 A diabétesz mellituszról röviden 
A diabétesz mellitusz (DM) etiológiáját tekintve egy több okra visszavezethető, 
változatos patogenezisű anyagcsere betegség. Patogenezisének két fő típusa különíthető el: i) 
az I. típus, autoimmun vagy autoimmun jelleggel bíró szindróma esetében valamilyen 
immunológiai mechanizmus következtében, vagy ismeretlen okból abszolút inzulinhiány alakul 
ki, ii) a II. típus, metabolikus szindróma esetében relatív inzulinhiány vagy periferiális inzulin 
rezisztencia áll a betegség kialakulásának hátterében. 
A DM a 21. század krónikus népbetegsége, melynek globális prevalenciája 9.3-ra 
tehető és 2030-ra várhatóan eléri a 10,2%-ot. A csökkent glükóztolerancia előfordulási 
gyakorisága a Világban 2019-ben 7,5% (374 millió), mely 2030-ra elérheti a 8,0% -ot (454 
millió ember) [122].  Az I-es típusú DM az asztma után a második leggyakoribb krónikus 
gyermekbetegség [123]. A II-es típusú DM előfordulási gyakoriságának emelkedése mind a 
fejlett (kb. 20%-os emelkedés), mind a fejlődő (kb. 69%-os emelkedés) országokat érinti, 
melynek hátterében megváltozott életstílusunk, étkezési szokásaink és lecsökkent fizikai 
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aktivitásunk állhat [124]. 
Az Egészségügyi Világszervezet (WHO) a cukorbetegséget úgy definiálja, hogy a vénás 
vérplazma éhomi glükóz koncentrációja ≥7,0 mmol/l, vagy a vénás vérplazma glükóz 
koncentrációja ≥11,1 mmol/l, melyet 75 g glükóz szájon keresztül történő elfogyasztása után 
mérnek 2 órával [125]. A cukorbetegség legfontosabb ismérvei: a krónikusan magas 
vércukorszint, a szénhidrát-, zsír- és fehérje-metabolizmus zavarai, illetve random 11,1 mmol/l 
feletti vércukor érték klinikai tünetekkel társulva; melyek hátterében az inzulin szekréció vagy 
az inzulin hatás, esetleg mindkettő zavara áll [126], [127]. A DM mindkét típusára jellemző, 
hogy a betegség huzamosabb fennállását követően krónikus szövődmények alakulhatnak ki, 
amely különösen igaz azon esetekben, amikor a betegség sokáig marad kezeletlenül a késői 
diagnózis felállítása miatt. A tartós anyagcserezavar következtében kialakuló legsúlyosabb 
következmények; az ér és idegrendszeri szövődmények megjelenése [128], [129], különböző 
szervek károsodása, diszfunkciója és akár teljes leállása [130]. 
Az alapbetegség korai felismerése és adekvát kezelése alapvető a DM krónikus 
szövődményeinek megelőzésében, súlyosságának csökkentésében [131], [132]. A 
vércukorszint normál határok között tartása az egyik legfontosabb tényező, mely jelentős 
mértékben csökkenti a komplikáció kialakulásának valószínűségét [133]. 
1.4.1 A diabéteszes retinopátia 
A diabéteszes retinopátia (DR) a cukorbetegség egyik leggyakoribb szövődménye, mely 
a cukorbetegek élete folyamán mintegy 90%-ban megjelenik [134]. A fejlett országok 
munkaképes lakosságának körében a DR a vakság kialakulásának vezető oka [135]. A 
különböző életkorokban a vezető vaksági ok, a 65 év feletti korosztályban az időskori 
makuladegeneráció (AMD) a 16-64 év közötti korosztályban a DR számított annak. Háttere 
elsősorban vaszkuláris eredetű, melyet az alábbi fundusfotó elváltozások jellemeznek a 
leggyakrabban: mikroaneurizma (MA), retinális iszkémia, vérzések, exszudátumok, 
intraretinális mikrovaszkuláris abnormalitások, vénás kaliber ingadozások és 
neovaszkularizációk, valamint a vaszkuláris permeabilitás fokozódásának jelei [136]. A DR 
súlyossága szerint több csoportba osztható, az enyhe háttér retinopátiától a kifejezett nem 
proliferatív retinopátián át, a proliferatív retinopátia kialakulásáig [137]. Szövettanilag a 
betegség kórjelzője a kapilláris endotél bazális membránjának a megvastagodása. A bazál 
membrán szerkezetének megváltozása a retina mikrocirkulációjának károsodását eredményezi, 
mely mellett az alapbetegség okozta anyagcsere eltérések nagymértékű pericita vesztést 
okoznak, a keringés lelassul és a pericita pusztulás helyén a kapillárisok fala kiboltosul, ezáltal 
a retinális keringés autoregulációja is károsodik. A patológiás elváltozások kialakulásáért a 
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retina kis ereinek elzáródása és a kis erek falának permeabilitás fokozódása felelős [138]. 
A DR progressziója során, a szemfenéki elváltozásoknak két fő stádiumát 
különböztetjük meg: i) nem proliferatív (enyhe, mérsékelt és súlyos altípus), ii) proliferatív 
retinopátia (enyhe-közepes és magas rizikójú alcsoport). Makulopátia (iszkémiás vagy non- 
iszkémiás) a DR nem proliferatív és proliferatív stádiumában egyaránt megjelenhet. 
1.4.2 A könnyfehérjék jelentősége diabéteszes retinopátiában 
A szem elülső felszínét borító könnyfilmréteg számos fehérjéjének differenciált 
megjelenése, illetve mennyiségi változása jellemző lehet generalizált kórképekre [16], így a 
DR-ra, illetve annak stádiumaira [139]. 
A könny biomarkerek vonatkozásában DR-ban jelenleg nagyon kevés adat áll a 
rendelkezésünkre. A laktoferrin és a lizozim C szintek vizsgálatát említi a szakirodalom I-es 
típusú DM-ban szenvedő betegek mintáiban. A könnyminták laktoferrin szintje szignifikánsan 
nem változik [140], a lizozim C vonatkozásában pedig ellentmondásos adatok állnak 
rendelkezésünkre, hol alacsonyabb [141], hol magasabb [142] mért értékek kerültek 
publikálásra. A DR előrehaladásával Kim és munkacsoportja két abundáns fehérje (lipokalin- 
1, HSP27) mennyiségi csökkenését írta le és ismert a β2-makroglobulin szintjének erős 
növekedése is [143]. A II-es típusú cukorbetegeken két hősokk protein (HSP) szintjének 
megemelkedését találták szignifikánsnak a könnyben; a HSP 60-at, illetve a HSP70-et azon 
betegeknél, akiknél a betegség fenállása minimum 8 év volt [144]. Az utóbbi évek kutatásai 
rávilágítottak arra, hogy nem csupán a könnyfehérjék összetételében [145], hanem a módosult 
fehérjék megjelenésének vizsgálatával [146] is érdemes foglalkozni a DR korai felismerése 
céljából. 
1.4.3 A diabétesz okozta szemszövődmények szűrése 
A vakság kialakulásának relatív kockázata a cukorbetegek körében kb. huszonötször 
nagyobb, mint az egészséges populációban  [147]. A DR prevalenciája és súlyossága függ a 
cukorbetegség típusától, fennállásának idejétől és a vércukorszint beállítottságától. Egyéb 
rizikófaktorok, a magas szisztolés és diasztolés vérnyomás értékek, a diszlipidémia, a 
nefropátia, valamint a fertőzések jelenléte [148]. I-es típusú DM esetén a betegség 15-20 éves 
fennállását követően az esetek 80-95%-ban fordul elő valamilyen fokú retinopátia, melynek kb. 
fele proliferatív stádiumú. II-es típusú DM esetén, a betegség 15 éves fennállását követően kb. 
58%-ban alakul ki retinális elváltozás, mely 30 év elteltével a páciensek 100%-ban 
megfigyelhető [149], [150]. II-es típusú DM esetén a páciensek kb. 20%-a csökkent 
látásélességű már a diagnózis felállításának pillanatában [151], [152]. A DR előfordulási 
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gyakorisága csökkenthető rendezett cukorháztartással, vérnyomással és vérzsírokkal [151], 
[152]. 
A cukorbetegség talaján kialakuló retinopátia progressziója korai felismeréssel és 
szükség esetén időben alkalmazott szemészeti kezeléssel megelőzhető, illetve jelentős 
mértékben csökkenthető, így korai felismerésük és kezelésük alapvető fontosságú. Az első 
szemészeti vizsgálatot II-es típusú DM esetén - a hazai gyakorlatnak (is) megfelelően - a 
cukorbetegség felfedezését követően azonnal el kell végezni, I-es típusú DM esetén a diagnózis 
felállítása után 5 évvel, vagy a pubertás bekövetkeztével, amennyiben az hamarabb következne 
be. A szemfenék vizsgálatát minden esetben tágított pupilla mellett szükséges elvégezni, melyet 
az alábbi szemészeti vizsgálatok egészítenek ki: legjobban korrigált látóélesség meghatározása, 
intraoculáris nyomás mérés (IOP), gonioscopia, réslámpás elülső szegmens vizsgálat, az 
üvegtest állapotának vizsgálata [153]. 
Számos szemészeti szűrő program indult világszerte a cukorbetegek retinopátiájának 
időben történő felismerésére, illetve komoly erőfeszítések történtek annak érdekében, hogy a 
szemészeti szakellátás könnyen hozzáférhető legyen a páciensek számára. 
A korai felismerés alapja a veszélyeztetett betegpopuláció rendszeres – lehetőség szerint 
fotódokumentáció alapú - szűrése. Ezen célra szervezett szűrőprogramok közül az egyik 
legeredményesebb az „English National Screening Programme for Diabetic Retinopathy” 
[154]. A szűrőprogramokban képzett szakemberek különítik el az egészséges, ill. a DR-a 
jellemző fundusfotókat és amennyiben szükséges további szakorvosi vizsgálatra irányítják a 
pácienseket [155]. 
A retinopátiás szűrővizsgálatoknak kétféle módszertani megközelítése ismert: i) fundus 
vizsgálat direkt vagy indirekt szemtükrözéssel; ii) retinafényképezés a hozzá kapcsolódó 
osztályozással  [148], [156]. 
Napjainkra, a klinikai vizsgálatok mindennapi gyakorlatba történő integrálódásával 
egyre inkább a digitális fényképek alkalmazása kerül előtérbe a rutin szemészeti vizsgálatok 
részeként (is). A digitális technika lehetővé teszi, a képek könnyű tárolását, 
transzportálhatóságát és könnyű visszakereshetőséget biztosít. Szükség esetén a 
fotodokumentált elváltozások utólagos ellenőrzése elvégezhető, illetve a progresszió mértéke 
objektíven ítélhető meg. Mindezen előnyök miatt, a digitális retinafényképezés a klinikai - és 
szűrővizsgálatok nélkülözhetetlen alapelemévé vált [157]. 
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A retina elváltozásainak dokumentálására és követésére általánosan alkalmazott eljárás 
a standard fundus fotódokumentáció (5. ábra).  
Korábban inkább tekercsfilmeket, napjainkban pedig a digitális technikát alkalmazzák 
széles körben erre a célra, melyek egymással összevetve jól korrelálnak  [151], [158]–[160]. A 
standard adatrögzítés kritériumai a 30-60°-os látószög alatt készült fundusfotók, melyek 
kötelező elemei a legtöbb klinikai vizsgálatnak. A képek által biztosított nagyítás általában 
kielégítő a különféle retinális elváltozás(ok) azonosítására [152]. Magyarországon a jelenleg 
érvényben levő Szemészeti Szakmai Protokoll szerint a DR kialakulásáig a cukorbetegek éves 
szemészeti szűrővizsgálata javasolt, majd ezt követően az ellenőrzés gyakoriságát a szemfenéki 
elváltozások súlyossága alapján határozza meg a szemész szakorvos és szükség esetén dönt a 
terápiás beavatkozás jellegéről, illetve sürgősségéről [161], [162]. Preproliferatív - súlyos, nem 
proliferatív - retinopátia, illetve a „fokozott kockázatú” súlyosságot el nem érő proliferatív 
retinopátia esetén nagy a fokozott kockázatú proliferatív retinopátia kialakulásának a 
valószínűsége (kb.75%), ezért a kontroll vizsgálatokat 2-4 havonta javasolt elvégezni. Ezekben 
az állapotokban - amennyiben a beteg 2-4 havonkénti ellenőrzése nem biztosítható - pánretinális 
lézerkezelés elvégzése szükséges [163]. Fokozott kockázatú proliferatív retinopátia esetén a 
megfelelő lézerkezelés haladéktalan elvégzése javasolt [163]. A cukorbetegek terhessége esetén 
szemészeti vizsgálatok az alábbi protokolláris séma szerint javasoltak: fogamzás előtt, az első 
trimeszterben, majd 12.-40. hét között, a szemészeti állapot súlyosságától függően [163]. A fent 
ismertetett kezelési sémák időzítése, kivitelezése és hatásossága multicentrikus vizsgálatok 
5. ábra Diabéteszes retinopátia szűrésére alkalmazott standard fotódokumentáció; a makulára (bal) és a 
nazális/perifériás régióra centrált (jobb) képek.  
[Forrás: A Moorfields Eye Hospital, London, UK Reading Centere, saját készítésű képanyag] 
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eredményein alapszik. A javasolt kezelési stratégiák mellett más protokollokat is alkalmaznak, 
illetve fejlesztenek, esetenként egyes alkalmazott gyógyszerek vonatkozásában zajlanak a 
szükséges vizsgálatok (pl. aszpirin) [163]. Az optimális vércukor-beállítás, vérnyomás- és 
lipidkontroll esetén az időben alkalmazott szemészeti kezeléssel/kezelésekkel a súlyos 
látásromlás 60%-ról 2% alá csökkenthető, továbbá a közepesen súlyos látásromlások több mint 
fele is megelőzhető volna [164]–[169]. 
Hazánkban központosított szűrőprogram nem működik, azonban jelentős erőfeszítések 
történtek a szemfenéki fotódokumentáció standardizálása érdekében. Előrehaladott DR 
esetében a kezelés költségvonzata magas, melyhez a betegséghez kapcsolt szociális kiadások, 
illetve a cukorbetegség okozta generalizált szöveti, szervi károsodások költségvonzatai is 
társulnak. A páciens munkából való kiesése és életminőségének romlása további társadalmi 
terheket eredményez. A betegség megelőzhető magas kezelési költségvonzatai és az egyén 
életminőségének javítása a szűrőprogram megteremtését alátámasztja [170]. 
Rein és mtsai 10 milliós (30-84 év kor közötti) DM-es betegpopuláción végeztek 
költséghatékonysági elemzést, ahol a vizsgált betegcsoport nem, vagy minimális DR-ás 
elváltozást mutatott [171]. Adatforrásaikat az alábbi tanulmányok képezték: American 
Academy of Ophthalmology Preferred Practice Patterns, Medicare Payment Schedule, United 
Kingdom Prospective Diabetes Study, National Health and Nutrition Examination Survey.  
Elemzéseikből kiemelendő, hogy a telemedicinát akkor találták költséghatékonynak, ha 
kizárólag DR-ra jellemző elváltozásokra fókuszáltak és a szűréseket évi két alkalommal 
végezték. A betegbiztosítási rendszer szempontjából az éves egyszeri szűrővizsgálatok nem 
költséghatékonyak.  
A DM esetében az intenzíven vizsgált DR mellett a cukorbetegség egyéb 
mikrovaszkuláris, ill. neuropátiás szövődményei a szemgolyó összes szövetét érintik. A 
cukorbetegség okozta szaruhártya érintettség régóta ismert, de a jelentősége részben, mint 
önálló kórkép, részben, mint az alapbetegség prognosztikai markere csak az utóbbi években 
került előtérbe. A diabéteszes szaruhártya érintettség korai diagnózisa a cukorbetegség 
felismerésében is szerepet játszhat, illetve a betegség és bizonyos szövődményei 
progressziójának objektív kvantifikálhatóságában is felmerül a szerepe [172]–[174]. Számos 
vizsgálat irányult a diabéteszes keratopátia és a cukorbetegség által okozott egyéb szemészeti 
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1.4.4 Potenciálisan alkalmazható új szemészeti szűrőmódszerek 
 
1.4.4.1 In vivo konfokális cornea mikroszkópia 
 
Az in vivo konfokális cornea mikroszkópia (corneal confocal microscopy (CCM)) a 
szaruhártya élőben történő vizsgálatára alkalmas nem-invazív módszer, segítségével a 
szaruhártya szerkezete, különböző rétegei és sejtjei - a hagyományos szövettani vizsgálathoz 
hasonlóan - tanulmányozhatóak. 
A cukorbetegség a szem minden szövetét érintheti és károsíthatja: retinopátia, 
neovaszkuláris glaukóma, optikus neuropátia, keratopátia és száraz szem kialakulásához 
vezethet [176]. A vizsgáló eljárások fejlődésével, az in vivo CCM megjelenésével a DR mellett 
egyre nagyobb jelentőséget kap a szaruhártya cukorbetegség okozta károsodásának a 
tanulmányozása, melynek hátterében kóros sejtregenerációs mechanizmusok és idegrost- 
károsodások állnak, mindezek együttesen gátolják a hámosodást, a szaruhártya sebgyógyulási 
folyamatait. Az in vivo CCM nem invazív módon biztosítja a szaruhártya szöveti és sejtszintű 
vizsgálatait, ezáltal alkalmas lehet a cukorbetegség korai szűrésére, akár gyermekeken is [177], 
[178]. A szaruhártyában bekövetkező elváltozások tanulmányozása - akár a retinopátiát is 
megelőzve - a DM-es betegek szűrésében és gondozásában jelentős szereppel bírhat. Alkalmas 
lehet továbbá az alkalmazott kezelés hatásosságának  megítélésében [179]. 
 
1.4.4.2 Ultraszéles látószögű oftalmoszkópia 
 
Számos, a retinát érintő betegség (pl.: időskori makuladegeneráció, diabéteszes 
retinopátia) kialakulása és kórlefolyása szempontjából, a középperiféria állapotának megítélése 
mellett a periférián elhelyezkedő elváltozások (is) kiemelkedő jelentőséggel bírhatnak. Ezen 
kórképek esetében a kezelési stratégiák kialakítása szempontjából kritikus szerepet tölthet be a 
retina perifériájának állapota [180]. A perifériára lokalizálódó elváltozások vizsgálata, valamint 
követése nélkülözhetetlen a kórképek etiológiájának megismerésében, vagy akár a kezelési 
sémák felállításában és hatásosságának a megítélésében. A perifériák standard vizsgálata 
céljából alakították ki az ún. hét-mezőjű fotódokumentációk protokollját, melynek 
köszönhetően a fundus kb. 75°-os látószöge válik láthatóvá, szemben a hagyományos 
funduskamerák  45°-os látószögével) [181]–[183].  
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A P200C AF ultraszéles látószögű pásztázó lézer oftalmoszkóp (OPTOS PLC, 
Dubfermline, UK) megjelenésével lehetővé vált a gyors (0,25 másodperc), nagy látószögű 
retinális képkészítés (200°), - akár a pupilla tágítása nélkül (6. ábra) -, mely biztosíthatja az 
érzékeny, nehezen kooperáló betegek fundus vizsgálatát. A P200C AF piros (633 nm) és zöld 
(532 nm) lézerfényt alkalmaz a képkészítéshez, melyek egy nagy konkáv elliptikus tükör 
felszínéről tükröződnek vissza. Az így létrejött 3000 x 3000-es képpontból álló fundusfotó 
piros, zöld, vagy a piros-zöld „hamis színek” kombinációjában jelenik meg. A P200C AF 
ultraszéles látószögű pásztázó lézer oftalmoszkóp, a retina széles körű rendellenességeinek 
dokumentálására az egyik legújabban elfogadott vizsgáló eljárás; melynek az első verzióját - a 
P200-at - már használták korábbi tanulmányokban. 
Az új képalkotó eljárások megjelenése elengedhetetlenné teszi, hogy a széleskörű 
alkalmazásukat megelőzően a standard módszereken alapuló és már széles körben elfogadott 
és alkalmazott (arany standard) képalkotási módszerekkel hasonlítsuk össze. Az ultraszéles 
látószögű lézer oftalmoszkóp fundusfotóit több munkacsoport vizsgálta és hasonlította össze 
egyéb, széles körben alkalmazott standardizált leképezési módszerekkel. Silva és mtsai, az 
ultraszéles látószögű pásztázó lézer oftalmoszkóp fundusfotóit (100°-és 200°-os felvételek) az 
ETDRS 7-mezős 35 mm-es színes 30°-os felvételeivel és a klinikai vizsgálatok eredményeivel 
vetették össze DR és a cukorbetegség okozta makula ödéma vonatkozásaiban [181]. Az 
ultraszéles látószögű lézer oftalmoszkóp - pupillatágítást mellőző - fundusfotói jól 
megfeleltethetőek az ETDRS 7-mezős standardjainak, korrelációt mutat a DR stádium 
beosztása (κ-mutató: 0,79; illetve 0,77) és a klinikailag szignifikáns makula ödema (κ-mutató: 
6. ábra Fundusfotók, a P200C AF ultraszéles látószögű pásztázó lézer oftalmoszkóp (OPTOS PLC) 200°-os látószöge (A), 
viszonyítva a hagyományos funduskamerák 45°-os látószögéhez(B). 
[Forrás: A Moorfields Eye Hospital, London, UK Reading Centere, saját készítésű képanyag] 
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0,73; illetve 0,77) vonatkozásában is (7. ábra).  
 
Mindkét módszer megfelel a minőségi kritériumoknak, azonban az ultraszéles látószögű 
lézer oftalmoszkóp fundusfotóinak a területi lefedettsége jelentősebb (200° vs. 45°/75° ), ezért 











7. ábra A P200C AF ultraszéles látószögű pásztázó lézer oftalmoszkóp 
(OPTOS PLC) 200°-os látószögébe ágyazott ETDRS 7 mezős standard 
fotódokumentációja. 
[Forrás: A Moorfields Eye Hospital, London, UK Reading Centere, saját 
készítésű képanyaga] 
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Munkacsoportunk kutatásai során számos generalizált kórkép vizsgálatával foglalkozott 
(diabétesz, Alzheimer-kór, glaukóma), melyeket neurodegeneratív elváltozásaik kapcsolnak 
össze. Jelen dolgozat a könny és corneális biomarkerekre fókuszál, nevezetesen i) a szaruhártya 
fotorefraktív lézerkezelését követő sebgyógyulási folyamatokat és ii) a cukorbetegség 
szemészeti szövődményei közül a szaruhártyában (cornea) és az ideghártyában (retina) 
bekövetkező elváltozásokat kísérő fehérjemintázat változás jellegzetességeit és további 
potenciális biomarkereit vizsgálja. 
I. Célul tűztük ki a könnyfilm plazminogén aktivátor- és inhibitor szintjeinek, valamint 
azok változásainak megismerését - lehetőség szerint befolyásolását - a szaruhártya 
sebgyógyulási folyamataiban. Egyfelől a leggyakrabban alkalmazott refraktív 
lézersebészeti (PRK és LASIK) eljárásokat követően, másfelől a szaruhártya elhúzódó 
sebgyógyulási folyamataiban, a kémiai sérülések esetén/ fekély képződés során. A 
könny proteolitikus aktivitásának mélyreható tanulmányozása révén célunk volt újabb 
ismeretanyagot szerezni a szaruhártya sebgyógyulási folyamatainak pontosabb 
megértéséhez és esetlegesen új terápiás alkalmazás kidolgozásához. 
1.1. Szubepiteliális lokalizációjú homályok (haze) háttérmechanizmusának 
tanulmányozása, indukálása és gátlása állatmodellben. 
1.2. Plazminogén aktivátor inhibitorok (PAI) vizsgálata humán könnyben, 
jelentőségük a haze kialakulásában. 
1.3. A plazminogén aktivátorok és inhibitorok változásainak tanulmányozása 
terhesség során. 
1.4. Rekombináns plazminogén aktivátor inhibitor-2 fúziós fehérje előállítása és 
alkalmazhatóságának vizsgálata szaruhártyafekélyek gyógyításában. 
II. A cukorbetegség progressziójával megjelenő könnyfehérjék és corneális sejtes, 
valamint idegi paraméterek azonosítása és ezek potenciális biomarkerként történő 
alkalmazhatósága a diabétesz szemszövődményeiben. 
2.1. II-es típusú diabéteszes betegek könny fehérje-profiljának meghatározása. 
2.2. Azonosított könnyfehérjék szűrőprogramokban történő alkalmazhatóságának 
vizsgálatai. 
2.3. Proteomikai vizsgálatok kombinálása képfeldolgozó algoritmusokkal DR 
szűrésében. 
2.4. Corneális konfokális mikroszkópia és a P200C AF ultraszéles látószögű 
pásztázó lézer oftalmoszkóp helye a diabéteszes szűrésében, beteg követésben.  
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3 ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 
 
Humán tanulmányainkat a helyi, Debreceni Egyetem Általános Orvostudományi Kar 
(jogelőd intézménye a Debreceni Egyetem Orvos és Egészségtudományi Centrum) 
Tudományos Bizottságának Regionális és Intézményi Kutatásetikai Bizottságának 
engedélyeivel végeztük. A vizsgálatokba történő beválogatást megelőzően, a vizsgálatokban 
résztvevők írásos tájékoztatót kaptak, melynek elolvasása és megértése után aláírásukkal 
önkéntes beleegyezésüket adták a vizsgálatba - 18 éves kor alatt a beteg gondviselője - a 
Helsinki Deklarációban megfogalmazottaknak megfelelően. 
A Moorfields Eye Hospital Reading Center-ben végzett vizsgálatainkat, a "Data 
Protection Authority" és a "National Bio-Ethics Committee in Iceland" engedélyeivel végeztük, 
szintén a Helsinki Deklarációban megfogalmazottaknak megfelelően. 
Az állatkísérleteink elvégzéséhez a Debreceni Egyetem Orvos és Egészségtudományi 
Centrum Tudományos Bizottságának Regionális és Intézményi Kutatásetikai Bizottságának és 
az Állatkísérletekre vonatkozó MÁB/DE-MÁB engedélyekkel rendelkeztünk. Az állatokat az 
"ARVO Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and Vision Reasearch" nyilatkozata 
szerint kezeltük. 
3.1 Refraktív célú lézersebészeti beavatkozásokkal kapcsolatos kísérletek 
3.1.1 Fotorefraktív keratektómia 
Fotorefraktív keratektómia (PRK) kezelés során a refrakciós hibák korrigálása lokális 
érzéstelenítés alkalmazása mellett történtek excimer lézerkezeléssel (Keratom II ArF (193 nm) 
Schwind, Kleinostheim, Németország) a 2003-as évig, majd ezt követően a lézerkészülék 
cseréjéből kifolyólag az Inpro Argon-Fluorid excimer lézert (Intraocular Prosthetic GmbH) 
alkalmaztuk. A kezeléseket minden esetben ugyanaz a szemész szakorvos végezte (Hassan Ziad 
a pácienseinken és Csutak Adrienne a kísérleti állatokon) egy adott kísérlet keretén belül 
ugyanazon lézerkészülék alkalmazásával. A szaruhártya epiteliális sejtrétegének eltávolítására 
Hockey kést használtunk, markerként Hoffer trepánt alkalmaztunk. A trepánnal jelölt terület 
átmérője a pupillára centrálva szférikus korrekció esetén 6,0-6,5 mm, asztigmiás korrekció 
esetén pedig 7,5-8,0 mm volt. Az epitélium lekaparását a szaruhártya perifériájáról a centrum 
felé haladva végeztük, ügyelve, hogy lehetőleg elkerüljük a Bowman membrán sérülését. Az 
epitélium maradékok eltávolításához steril szivartampont használtunk. Szférikus korrekció 
esetén 6,0-6,5 mm átmérőjű ablációs zónát alkalmaztunk, asztigmiával történő társulás esetén 
az alkalmazott szférikus átmérő 5,3-6,0 mm, az asztigmiás ablációs zóna átmérője pedig 6,0- 
8,1 mm volt. 
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A műtét utáni kezelés: antibiotikum tartalmú szemcsepp alkalmazásával, (Ciloxan, 
Ciprofloxacin HCl 0,3%, Alcon) történt, mégpedig óránként az operáció első napján, melyet 
napi 5x-i cseppentés követett további öt napig, ami műkönny kezeléssel egészült ki (Tears 
Naturale, Dextrán/Hidroxipropil Metilcellulóz, Alcon). Az első öt nap után szteroid tartalmú 
Flucon (Fluorometolon 0,1%, Alcon) szemcsepp és Tears Naturale (Dextrán/Hidroxipropil 
Metilcellulóz, Alcon) műkönny használatára tértünk át. Ezeket az első hónapban napi 5x-i, a 
második hónapban napi 4x-i, majd a harmadik hónapban napi 3x-i cseppentés mellett 
alkalmaztuk. Pácienseink követése minimum 1 éven keresztül történt. 
Az állatok (3,0-3,5 kg-os új-zélandi fehér nyúl) PRK kezeléseit a humán protokollt 
követve végeztük, azzal a módosítással, hogy az állatokon a műtéteket altatásban végeztük. 
A kísérletben a haze értékelése a Hanna féle stádium beosztás szerint történt [184]. Az 
értékelést végző személy nem rendelkezett előzetes ismerettel a könny uPA aktivitásáról. 
3.1.2 Lézer-asszisztált in situ keratomileusis 
Lézer-asszisztált in situ keratomileusis (LASIK) során a szaruhártyalebeny (flap) 
készítése Hansatome Model HT 230 mikrokeratóm (Chiron) segítségével, lokális 
érzéstelenítéssel, Humacain 4 mg/ml szemcsepp (Oxibuprokain, Teva) alkalmazása mellett 
történt. A lebeny mélysége 180 µm volt azon esetekben, amikor a refraktív korrekciót követően 
a szaruhártya vastagsága - a lebeny vastagsága, és a lézer által "elpárologtatott" 
szövetmennyiség levonását követően - legalább 250 µm vastagságú maradt. Azon pácienseink 
esetében, akiknek a szaruhártyája vékonyabb volt és/vagy jelentősebb refrakciós hiba miatt a 
szaruhártya strómális állományának nagyobb részlete került elpárologtatásra (1 D körülbelül 10 
µm-nek feleltethető meg), s aminek következtében az érintetlenül maradó szaruhártya 
vastagság - a lebeny vastagságának a kivonását követően - nem érte volna el a 250 µm-et, a 
lebeny vastagságát 160 µm-re csökkentettük. 
A LASIK kezeléseket (193 nm) Inpro argon-fluorid excimer lézerrel (Intraocular 
Prosthetic GmbH), minden esetben ugyanaz a szemész szakorvos (Hassan Ziad) végezte. A 
posztoperatív terápia, a PRK kezelésnél ismertetett protokoll szerint zajlott. Pácienseinket egy 
éven keresztül követtük, ellenőriztük. 




A humán könnyminták gyűjtése, a szemhéjszél alsó marginális vonalának közelében a 
precorneális könnyfilmből történt, közvetlenül a refraktív sebészeti beavatkozás előtt és után, 
valamint az első posztoperatív kontrollok alkalmával. A PRK kezelés esetében a 3. és 5. 
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posztoperatív napokon, LASIK kezelés esetében pedig az első posztoperatív napon. A 
mintavételeket ingerlés nélkül, üvegkapilláris segítségével végeztük az alsó áthajlásban, 
vigyázva arra, hogy ne sértsük meg a kötőhártyát. A késői posztoperatív kontrollok az 1., 3. és 
a 12. hónapban történtek mindkét műtéti típus esetében, ekkor könnyminta gyűjtésére már nem 
került sor. Ahhoz, hogy a pre- és posztoperatív könnymintákat össze tudjuk hasonlítani, ki 
kellett zárnunk a reflexes könnyezést. Azon könnyminták kerültek felhasználásra, ahol a 
szekréciós sebesség 5-15 µl/perc volt. A mintavétel minden esetben szemcsepp használat előtt 
történt (megelőző csepp használatához képest minimum két óra elteltével), üvegkapillárissal 
(hossza: 10 mm, átmérője: 1 mm). Az összes mintát centrifugáltuk (1800-as fordulatszámon) 
közvetlenül a mintavétel után, és a felülúszót -80°C- on tároltuk felhasználásig. Vizsgálataink 
során a könnyminták gyűjtése és tárolása a fentiek szerint történt, melyekre a későbbiekben 
külön már nem térünk ki. Felolvasztásukra közvetlenül a méréseket megelőzően egyetlen 
alkalommal került sor. Kontroll mintáink esetében az operált szem mintavételeivel azonos 
időben és módon történt a könnyminták gyűjtése. 
Az állati (3,0-3,5 kg, új-zélandi fehér nyúl) könnyminták gyűjtése ingerléssel történt, 
i.m. pilokarpin hidroklorid (5 mg/kg) alkalmazásával a humán könnyminták gyűjtési 
technikájának egyebekben mindenben megfelelően. 
3.1.3.2 Az urokináz típusú plazminogén aktivátor aktivitásának meghatározása 
 
A könny urokináz típusú plazminogén aktivátor (uPA) aktivitásának a meghatározása 
spektrofotometriás módszerrel történt, humán plazminogén és plazmin-specifikus kromogén 
peptid szubsztrát, D-valin-L-leucil-L-lizil-p-nitroanilid (S-2251) felhasználásával. Ez a 
módszer elsősorban az urokináz típusú plazminogén aktivátor aktivitás meghatározására 
alkalmas. A kísérleti munka során alkalmazott szubsztrátot (S-2251), valamint plazminogént a 
Chromogenix (Milano, Olaszország) cégtől szereztük be. Az uPA mérésekhez referenciaként 
használt urokinázt (Choay, Párizs, Franciaország) S-2444-es szubsztráttal kalibráltuk, standard 
urokinázhoz (NIBSC, London, Anglia), Friberger szerint [185]. A specifikus aktivitása 100.000 
IU/mg-nak adódott, ez megfelel a kereskedelemben kapható legtisztább preparátumok 
specifikus aktivitásának. Az uPA aktivitás és plazminszerű aktivitás meghatározását Shimada 
és mtsai módszerének [186] módosításával végeztük a következők szerint: 5 l könnyet, 
standard urokinázt vagy plazmint inkubáltunk 37C-on 100 l 0,05 M Tris-HCl pufferben (pH 
7,4), 0,5 mM S-2251 kromogén szubsztrát és 1 M humán plazminogén jelenlétében. 
Mintáinkat 4 óra inkubálás után 405 nm-en fotometráltuk (Multiscan MS, Labsystem, Helsinki, 
Finland). A könnyminták uPA aktivitásának meghatározása urokináz hígítási sor alapján 
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készített logaritmikus diagram alapján történt. 
Enzimhez kapcsolt immunoszorbens vizsgálatot (ELISA/Immubind ELISA, American 
Diagnostica GmbH) végeztünk a könnyminták PAI-1 és PAI-2 mennyiségének 
meghatározására. A PAI-1 ELISA méréshez egérben termeltetett anti-humán PAI-1 antitestet 
használtunk, míg PAI-2 ELISA esetén egy poliklonális antitestet alkalmaztunk. A mintákat, a 
PAI-ellenes antitesttel előre bevont mikrolemezen inkubáltuk, majd a streptavidin-kötött torma 
peroxidázzal konjugált detektáló antitesteket hozzáadva az így megkötött PAI-1 és -2 
molekulákat detektáltuk. A perborát/3,3’,3,5’-tetrametilbenzidin szubsztrát hozzáadása és 
ennek a torma peroxidázzal kialakult végső reakciója kék oldatot eredményezett. A szenzitivitás 
növelése érdekében, kénsav hozzáadásával leállítottuk a folyamatot, miközben a kék oldat 
sárgává alakult. Az oldatok abszorbanciáját 450 nm-en, fotométer segítségével mértük le, és a 
standard hígítási sor alapján felvett görbe segítségével kiszámoltuk a minták PAI-1 ill. PAI-2 
koncentrációját. A módszert mind a szabad, mind a proteáz-kötött formák kimutatására 
alkalmasnak találtuk. 
 
3.1.4 Állatkísérletek a haze tanulmányozására és a kapcsolódó biokémiai vizsgálatok 
 
3.1.4.1 Állatmodell a haze indukálására és gátlására, a terhesség, mint rizikófaktor 
 
Állattanulmányunkba 30 egészséges (3,0-3,5 kg-os új-zélandi fehér nyúl) állatot 
vontunk be, melyből 27 állat mindkét szemén PRK kezelést végeztünk, három állatot nem 
operáltunk annak érdekében, hogy egészséges kontrollként szolgálhassanak a kísérlet folyamán. 
Az operált állatok közül 9 volt vemhes (2. trimeszter). A lézerkezeléseket a korábbiakban 
ismertetettek szerint végeztük el 27 állat mindkét szemén, altatásban, 6 D miópiás korrekciónak 
megfelelően (6 mm-es ablációs zóna, 68 µm ablációs mélység). 
Az állatok uPA kezelése, a PRK humán protokollja szerint zajlott az alábbiakban 
részletezett módosítással, mely szerint az alkalmazott antibiotikum - Ciloxan (Ciprofloxacin 
HCl 0,3%, Alcon) - 50 IU/ml uPA-t (Ukidan, Serono SpA; Unterschleissheim, Germany) is 
tartalmazott az első posztoperatív hét folyamán. Ezt követően az állatok kezelése mindkét szem 
esetében a humán protokollnak felelt meg. 
Az állatok aprotinin kezelése a PRK humán protokollja szerint zajlott az alábbiakban 
részletezett módosítással, mely szerint az alkalmazott antibiotikum - Ciloxan (Ciprofloxacin 
HCl 0,3%, Alcon) - mellett egy csepp 10.000 KIU/ml aprotinin (Gordox, Richter Gedeon Rt., 
Budapest) alkalmazására is sor került az első posztoperatív hét folyamán. Ezt követően az 
állatok kezelése mindkét szem esetében a humán protokollnak felelt meg. 
Az alábbi táblázat részletesen ismerteti a kísérleti protokollt (1. táblázat). A csoport 
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megnevezést és besorolást a PRK kezelést követően alkalmazott humán terápia mellett 




Csoport Vemhesség Szem (db) Könnyminta 
Aprotinin kezelés + - 2 + 
Aprotinin kezelés + + 1 + 
Aprotinin kezelés – (ellenoldali szem) - 2 + 
Aprotinin kezelés – (ellenoldali szem) + 1 + 
Nem operált kontroll - 6 + 
uPA kezelt - 16 - 
uPA kezelt + 8 - 
uPA nem kezelt kontroll (ellenoldali szem) - 16 - 
uPA nem kezelt kontroll (ellenoldali szem) + 8 - 
1. táblázat A PRK kezelést követő első posztoperatív hét kísérleti protokollja. 
 Aprotinin kezelés +: a humán protokoll [Ciprofloxacin HCl 0,3% és Dextrán/Hidroxipropil Metilcellulóz] a kezelések alkalmával egy 
csepp 10.000 KIU/ml aprotininnal egészült ki. Aprotinin kezelés -: humán protokoll szerint. uPA kezelt: a humán protokoll szerint 
alkalmazott antibiotikum 50 IU/ml uPA-t is tartalmazott. uPA nem kezelt: a humán protokollal megegyezett [190] 
                 
3.1.4.2 Az urokináz típusú plazminogén aktivátor aktivitásának meghatározása 
A széles szubsztrát specificitású szerin proteáz inhibitor az aprotinin 
hatásmechanizmusának tanulmányozására tervezett állatkísérletünk során 22 állat (3,0-3,5 kg- 
os új-zélandi fehér nyúl) mindkét szemét operáltuk PRK kezeléssel; 3 D miópiás korrekciónak 
megfelelően 6,0 mm-es ablációs zónával, 34 µm-es mélységben [188]. Az állatok egyik szemét 
a humán protokollnak megfelelően kezeltük (kontroll szem), a másik szem kezelését pedig a 
fentiekben részletezett aprotinin kezeléssel egészítettük ki. Az állatokat a kezelést követő 
különböző időpontokban - 2 és 4 óra, 1. és 3. nap elteltével - altattuk túl és mindkét szemet 
enukleáltuk. A szaruhártyák trepanálását követően a corneákat megfeleztük, melyek egyik 
feléből RNS izolálást követően az uPA mRNS mennyiségét határoztuk meg, reverz 
transzkripció utáni valós idejű kvantitatív PCR technikával (qPCR), a másik felének 
felhasználásával pedig fagyasztás utáni metszeteken in situ zimográfiát végeztünk az uPA 
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A kvantitatív PCR-hoz szaruhártya darabokat használtunk fel, mellyel a transzkripciós 
szinten megjelenő uPA mRNS szintjét mértük specifikusan. Az mRNS mennyiségének 
meghatározásához állat-specifikus primereket terveztünk és készítettünk a teljes hosszúságú 
nyúl uPA cDNS szekvenciájának ismeretében. A célzott szekvencia két végére tervezett 
primerek, valamint a próba primerek a „TaqMan” próba kívánalmainak megfelelően készültek. 
Belső kontrollként 18S riboszomális RNS mennyiségi meghatározásához általánosan használt 
primereket alkalmaztunk. 
A szaruhártyákból a teljes RNS mennyiséget megfelelő, a kereskedelemben a Qiagen 
cég (CA, USA) által forgalmazott RNeasy kittel vontuk ki, majd SuperScript II reverz 
transzkriptáz (Invitrogen, MA, USA) segítségével, uPA specifikus primerekkel cDNS-sé 
fordítottuk át. A valós idejű kvantitatív PCR az előírt puffer körülmények között 40 cikluson 
keresztül tartott. A PCR során felszabaduló fluoreszcens jelet ABI Prism 7900 HT készülékkel 
rögzítettük. 
Az uPA mennyiségének meghatározásához, az értékelés során az egyes mintáknál azt a 
PCR ciklus számot vettük alapul, amikor a fluoreszcens emisszió átlépte az érzékelési küszöböt. 
Ezeket az értékeket ugyanazokból a mintákból származó 18S riboszomális RNS 
meghatározásakor detektált ciklusszámmal normalizáltuk. 
A lefagyasztott szaruhártya másik felének darabjait in situ zimográfiának vetettük alá, 
annak érdekében, hogy a sebgyógyulás során megjelenő uPA kifejeződés helyét 
tanulmányozzuk és meghatározzuk a kialakult uPA aktivitás mértékét. A fagyasztott 
8. ábra A PRK kezelt nyúl szaruhártyát megfeleztük és egyik felén PCR, másik felén 
zimográfiai vizsgálatokat végeztünk [190] 
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szaruhártya darabokból készült szeletek uPA aktivitását kazein-agar fedő oldat - mint szubsztrát 
- felhasználásával vizsgáltuk [189]. A fedőoldat a puffer összetevői mellett sovány tejet, agart 
és aktiválandó plazminogént tartalmazott. Kontroll minták esetén a folyamatot plazminogén 
hiányában vizsgáltuk - bizonyítandó a plazminogén uPA általi aktivációját -, és ez által a kazein 
plazmin függő degradációját. A szaruhártya szeleteket tárgylemezen, a kazein oldat hozzáadása 
után, fedőlappal takartuk, majd páradús környezetben 13 órán keresztül inkubáltuk. A kazein 
hidrolízis mértékének vizsgálata sötét látóterű mikroszkóppal, a hozzá tartozó területek 
azonosítása - fázis-kontraszt beállítás mellett - Zeiss Axioskop 2-es mikroszkópon, 10x Plan 
Apochromat objektívvel; a képek dokumentálása a mikroszkópon elhelyezett Zeiss Axiocam 
kamerával történt. 
A kiértékeléshez minden mintát azonos megvilágítás és azonos expozíciós kondíciók 
mellett rögzítettünk, vigyázva, hogy minden érintett pixel a digitalizációs zónába essen. A sötét 
látóterű felvételek kvantitatív elemzéséhez a LabVIEW grafikai környezetet biztosító felületen 
programot írtunk. A küszöbérték beállítása minden felvételnél egyedileg történt, nem 
hidrolizált, alacsony intenzitású zóna beállításával. Minden szaruhártya mintából 3-3 
különböző szeletet vizsgáltunk. 
 
3.1.5 Humán vizsgálatok 
 
3.1.5.1 A plazminogén aktivátor inhibitor szintek meghatározása refraktív lézersebészeti 
beavatkozások során 
 
A plazminogén aktivátor inhibitorok (PAI-1 és PAI-2) szintjeit humán könnymintákban 
vizsgáltuk, PRK és LASIK kezelés előtt és után a korai posztoperatív időszakban. A 
mintavételeket a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudományi Centrum, Szemklinikáján 
működő Vitál-Lézer Kft-nél végeztük. 
Tanulmányunkban PRK kezelés 46 szemen történt (38 páciens, 8 esetben kétoldali 
kezelés, átlagéletkor 26±5 év), még LASIK kezelést 13 szemen végeztünk (8 páciens, 5 esetben 
kétoldali kezelés, átlagéletkor 28±9 év) [190]. Statisztikailag szignifikáns korkülönbség a 
csoportok között nem volt (p=0,535 t-teszttel). A PRK kezelés esetén a műtét előtti refrakciós 
hiba átlagértéke -4,11±2,22 D, míg LASIK kezelés esetében -5,13±1,89 D volt. Az átlag 
ablációs mélység a PRK csoport esetében 48±20 mm, a LASIK csoportnál 59±13 mm volt. 
Statisztikailag kimutatható szignifikáns különbség a 2 csoport között (p=0,074 t-teszttel) nem 
volt. 
A könnyminták PAI-1 és PAI-2 mennyiségének meghatározására enzimhez kapcsolt 
immunoszorbens vizsgálatot (ELISA/Immubind ELISA, American Diagnostica GmbH) 
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végeztünk a 3.1.3.2 fejezetben részletezett módon: PRK típusú lézerkezelés esetében 61 
könnyminta PAI-1 és 146 könnyminta PAI-2 meghatározása történt. LASIK kezelés esetén 35 
könnymintában határoztuk meg a PAI-2 szintjeit, PAI-1 meghatározás nem történt. Az alsó 
detektálhatósági határ PAI-2 vonatkozásában 100 pg/ml még a PAI-1 esetében 4 ng/ml. Az 
alkalmazott módszer mind a szabad, mind a proteáz-kötött formákat képes kimutatni. 
 
3.1.5.2 Plazminogén – aktivátor és inhibitor, valamint hormonszint vizsgálatok terhesség során  
 
A PAI-1 és PAI-2 szintek, valamint az uPA szint meghatározására irányuló 
vizsgálatainkat egészséges várandós önkéntesek bevonásával végeztük. Vizsgálataink során 
bármely szemészeti megbetegedést, kontaktlencse viselést, illetve gyógyszer szedését kizáró 
oknak tekintettük, életkoruk a PAI-1 és PAI-2 szintek meghatározása esetén 19-33 (átlag: 
27,42±4,13) év volt.  A könnyminták gyűjtése a terhességi trimesztereknek megfelelő szülészeti 
kontrollok alkalmával történt, és a gyermek megszületését követő 1 héten. A 
könnymintavételek a már ismertetésre került protokoll szerint történtek a Debreceni Egyetem 
Orvos- és Egészségtudományi Centrum Szülészeti és Nőgyógyászati Klinika ambulanciáján. 
Pácienseink esetében a terhességek lefolyása zavartalanul zajlott (39-40. hét, egy esetben 37. 
hét), mely a szülés és az azt követő időszakról is elmondható. 
Könnymintáink vizsgálatai során 19 várandós betegünk 56 könnymintáját analizáltuk 
PAI-2 szint meghatározás vonatkozásában. További 13 várandós nőtől gyűjtött 45 könnyminta 
esetén történt PAI-1 aktivitás mérés. Kontrollként (45 páciens), korban illesztett nem várandós 
nők könnymintáiban történt PAI-1 és PAI-2 szintek meghatározása.  
A könnyminták PAI-1 és PAI-2 szintjeinek mérése ELISA módszerrel történt a 3.1.3.2 
fejezetben ismertetettek szerint. 
A vizsgálni kívánt hormonszinteket (ösztradiol (E2) és progeszteron (P4)) mind a 
könnyből mind a vérből meghatároztuk. A vérminták gyűjtésére a könnymintavételekkel 
egyidőben került sor, 17 várandós páciensünk (51 minta) esetében. A v. basilicából 4 ml vért 
gyűjtöttünk (0,5 ml 0,105 M Na3-citrát antikoaguláns tartalmú csövekbe), a mintákat azonnal 
jégre helyeztük, centrifugáltuk (1800-as fordulatszámon 10 percig) és a plazmát különválasztva 
fagyasztottuk le -80°C-ra.  
A PAI-1 és PAI-2 szinteket vérplazmából ELISA módszerrel határoztuk meg, összesen 
25 várandós páciensünk 87 mintájában végeztünk PAI-2 és 10 páciensünk 20 mintája esetén 
PAI-1 meghatározást. 
Várandós pácienseink könny uPA szintjének vizsgálati felépítését a 2. táblázatban 
szemléltetjük, melyet a refraktív sebészeti részben leírtaknak megfelelően végeztünk. 
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9 - 12 
terhességi 
hét 
14 - 23 
terhességi 
hét 






Átlagéletkor 28,7 34,2 32,6 30,1 32,1 
Átlagtól való eltérés (SD) 7,9 5,7 4,5 4,9 5,4 
Legidősebb életkor 46 42 39 42 39 
Legfiatalabb életkor 17 19 23 21 23 
Résztvevők száma 18 19 30 24 10 
2. táblázat A vizsgálatba bevont nők számát és életkorát az egyes terhességi korokat a 2. táblázat összefoglalóan tartalmazza 
 
  Tanulmányunkban 104 mintavétel történt, melyből 3 mérés eredménye került 
kizárásra kiugróan eltérő értéke miatt. A minták normális eloszlását és ekvivalenciáját 
megvizsgáltuk, az alábbi statisztikai analízisket végeztük: t-tesztek, medián tesztek, khi-
négyzet eloszlás alkalmazás, Yates-korrekció, Mann-Whitney U-tesztek és variancia 
analíziseket végeztünk.  
 
3.1.6 Statisztikai analízisek a refraktív lézersebészeti beavatkozásokkal kapcsolatosan 
 
A szaruhártya refraktív lézerkezelését követő sebgyógyulási folyamatok elemzésére, az 
uPA aktivitás változásának vizsgálataira (állat és humán), továbbá a várandós páciensek 
különböző mintavételi szakaszaiban történt könnyminták PAI mintázatának megismerésére 
standard statisztikai analízist végeztünk. A különböző betegcsoportok összehasonlítására 
egyenlő varianciákra alkalmazott t-tesztet használtunk, a kontrollcsoportokkal való összevetés 
pedig párosított t-teszt  történt [191]. Szignifikánsnak tekintettük a különbségeket akkor, ha 
p<0,05 és kifejezett szignifikanciáról beszéltünk p<0,001 érték vonatkozásában. Az egyes 
kísérletekben, a fentiektől esetlegesen eltérően alkalmazott statisztikai elemzési módszerek 







Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)
39  
3.2 Szaruhártyafekély képződéséhez kapcsolódó kísérletek 
3.2.1 Rekombináns plazminogén aktivátor inhibitor-2 
 
A fúziós fehérje előállítása során egy olyan vektor konstrukciót alkalmaztunk, amely 
kettős segítő - fehérje/peptid - szekvenciát is tartalmaz. A termeltetett fúziós fehérje N- 
terminális részén (amely jelen esetben a PAI-2) hexahisztidin szekvencia (His6-tag) 
helyezkedik el, melyet maltóz kötő fehérje-szekvencia (MBP) követ. A His6-tag a fehérje 
tisztítását segíti, mégpedig nikkel - kelát kromatográfiás eljárással. Az MBP az expresszió 
mértékét, és a vele fúzionált formában elhelyezkedő fehérje feltekeredését és aktív formába 
kerülését segíti elő, de egy második kromatográfiás tisztítási lépés során is kihasználható az 
amilóz töltetű oszlophoz történő szelektív kötődése. Az MBP, His6-tag és a PAI-2 szekvencia 
közé dohánymozaik vírus (TEV) proteáz hasítási helyet klónoztunk be, így a fúziós fehérjéről 
egy proteolitikus hasítással a segítő-fehérjék/peptidek leválaszthatók. 
A rekombináns fúziós fehérje előállításához elkészítettük a PAI-2-t periplazmatikusan 
expresszáló plazmid klónt. A 89 kDa-os fúziós fehérje expresszióját Escherichia coli BL21 
törzsben végeztük, melyet előzőleg 37°C-on növesztettünk Luria-Bertani tápoldatban a közepes 
log fázis eléréséig. Ezután 1 mM IPTG (izopropil-1-tio-β-D-galaktopiranozid) alkalmazásával 
indukáltuk a fúziós fehérjék termelését. A PAI-2 fehérjerész jelenlétét a fúziós fehérjében anti-
PAI-2 antitest felhasználásával (Biopool) elkészített immunoblottal bizonyítottuk. A 
baktériumok periplazmájából a fehérjéket ozmotikus sokk-eljárással nyertük ki [192], majd 
nikkel- nitrilotriecetsav (Ni-NTA) töltetet tartalmazó oszlopon affinitás kromatográfiát 
végeztünk. A fehérjéket 0-150 mM lineáris imidazol grádienssel eluáltuk, majd a frakciók 
tisztaságát SDS poliakrilamid gélelektroforézissel ellenőriztük. Az imidazol dialízissel történő 
eltávolítása után a fúziós segítő – fehérje/peptid végek lehasítása dohánymozaik vírus (TEV) 
proteázzal történt, mely szintén rendelkezik hexahisztidin véggel, így egy második Ni-NTA 
affinitáskromatográfia segítségével eltávolítható és kinyerhető a tiszta fehérje. A második 
tisztítási lépés során a fehérjék aggregálódtak, így az átfolyóban a tiszta fehérjék mellett több 
komponens is megjelent. Aktivitás-vizsgálataink szerint erre a lépésre nem volt szükség, ezért 
a kísérleteinkben Amicon Ultra 10 kDa (Millipore) koncentrátorral töményített fúziós fehérjét 
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A fent ismertetett módon előállított fehérje urokináz gátló aktivitását mikrotiter lemezes 
módszerrel ellenőriztük. Az aktivitásméréshez használt oldat összetevői a következők voltak: 
140 l puffer (100 mM Tris-HCl, 300 mM NaCl, pH 8,5), 20 l 3 mM piro-Glu-Gly- Arg-pNA 
kromogén szubsztrát (S-2444, Chromogenix), 20 l 700 IU/ml uPA (Choay). Ehhez az 
elegyhez 20 l tisztított PAI-2 fehérjét (illetve kontrollként desztillált vizet) adtunk. Az uPA 
aktivitását előzőleg S-2444 szubsztráttal kalibráltuk [40]. A reakcióelegyeket 20 percig 
inkubáltuk 37C-on, majd a hasított szubsztráthoz köthető színváltozást 405 nm-en Labsystems 
Multiskan MS mikrolemezes leolvasóval detektáltuk.  
A rekombináns PAI-2 fehérje aktivitását SV-40-transzformált humán corneális epitél 
sejtek (HCE-T, mely Kaoru Araki-Sasaki ajándéka, az Osaka University, School of Medicine, 
Osaka, Japan, a Riken Cell Bankon keresztül) tenyészetén is ellenőriztük. A sejteket 
mikrotenyésztő lemezekre (20000 db sejt/lyuk) raktuk és megfelelő tápfolyadékban (amely, 200 
U/ml penicillint és streptomycint, 5% FBS-t, 5% glutamint, 5 µg/ml inzulint, 0,5% dimetil 
szulfoxide-ot és 10 ng/ml humán epidermális növekedési faktort tartalmazó DMEM/F12 
tápfolyadékban) növesztettük. A tápfolyadék eltávolítása után a sejteket PBS-el mostuk, majd 
az intakt sejtekre 0,8 IU/ml illetve 2 IU/ml PAI-2 fehérjét tartalmazó PBS oldatot (kontrollként 
PBS-t) mértünk rá. 15 perc 37°C-on végzett inkubáció után a sejteket ismételten PBS-sel 
mostuk, majd a sejtek uPA aktivitását mértük egyrészt intakt sejteken, illetve a membránkötött 
uPA 10 % Triton-X 100 hozzáadásával történő szolubilizálása után. Az uPA méréséhez a 
sejtekhez 25 μl 2,5 mM D-Val-Leu-Lys-pNA szubsztrátot (S-2251, Chromogenix), 25 μl 
plazminogént (2,5 IU/ml, Chromogenix) és 65 μl PBS-t mértünk. A negatív kontroll 
plazminogén helyett vizet tartalmazott. 
3.2.2 Rekombináns plazminogén aktivátor inhibitor-2 alkalmazása állatmodellben 
A rekombináns PAI-2 fehérje tartalmú szemcsepp tanulmányozására állatkísérletet 
végeztünk a kémiai sérülés és ennek következtében fellépő fekélyesedési folyamat modellezésével, 
melyhez új-zélandi fehér nyulakat (6 kísérleti állat, egyenként 3-4 kg-osak) használtunk. A kémiai 
sérülést az állatok mindkét szemén 6 mm-es átmérőjű, 0,5 M Nátrium- hidroxid (NaOH) oldattal 
átitatott szűrőpapír korongnak 20 másodpercig a corneához történő érintésével váltottuk ki. A 
fájdalom megelőzésére Humacain 4 mg/ml szemcsepp (Oxibuprokain, Teva) szemcseppet 
alkalmaztunk. A sérülés indukálását követően a corneát és a kötőhártya zsákot a lúg maradéktalan 
eltávolítása céljából fiziológiás sóoldattal öblítettük, melyet lakmuszpapírral ellenőriztünk. 
Ezután mindkét szemet különbözőképp kezeltük. Az állatok kontroll szemét antibiotikumot 
(Ciloxan, Alcon) tartalmazó szemcseppel kezeltük 5x-i cseppentéssel naponta, a bakteriális 
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felülfertőződés megakadályozására. Az ellenoldali szem kezelésére Ciloxan szemcseppben oldott, 
5 IU/ml uPA ekvivalens rekombináns PAI-2 fehérjét használtunk naponta 5x-i cseppentés mellett. 
A szemcsepp dózisának megállapításához meghatároztuk az uPA aktivitást a fentiekben ismertetett 
kromogén szubsztrátos módszerrel [193] kémiai sérülés utáni, inhibitorral nem kezelt nyúlszemből 
nyert könnymintákban. 
3.3 A cukorbetegek diabéteszes szemszövődményeihez kapcsolódó vizsgálatok 
3.3.1 Diabéteszes retinopátiára jellemző könnyfehérjék azonosítása 
Tanulmányunkba 119 cukorbeteg (II-es típusú DM) páciensünk került bevonásra. A 
páciensek a Debreceni Egyetem Általános Orvosi Kar Szemklinikájának rendszeres 
gondozásában álltak és a nemzetközi standardoknak megfelelően, szemfenéki elváltozásaik 
alapján három csoportba kerültek besorolásra: i) normál szemfenéki kép, ii) nem proliferatív 
diabéteszes retinopátia és iii) proliferatív diabéteszes retinopátia. 
A szemfenéki elváltozások megállapítására és a diabéteszes retinopátia besorolására 
minden esetben tágított pupilla mellett, 90 D-ás lencse alkalmazásával került sor. A vizsgálati 
csoportokban a nemek aránya és az életkor megoszlás az alábbiak szerint alakult: i) normál 
csoport: nő és férfi arány közel 1,5:1 (átlagéletkor: 61 év); ii) nem proliferatív diabéteszes 
retinopátia csoportja: nő és férfi arány közel: 2:1 (átlagéletkor: 56 év); iii) proliferatív diabéteszes 
retinopátia csoportjában: nő és férfi arány közel: 1:1 (átlag életkor: 64 év). A kontroll egészséges 
csoportot 26 önkéntes medikushallgató képezte, ahol a nemek arány 1:1 volt (átlag életkor: 22 
év). 
A könnymintavétel a korábbiakban (3.1.3.1 pontban) ismertetett standard protokoll 
alapján történt 119 diabéteszes pácienstől az alábbi bontásban: i) diabéteszes beteg retinopátiás 
elváltozások nélkül; ii) nem proliferatív és iii) proliferatív diabéteszes retinopátiás stádiumban 
lévő betegek egyedi könnymintái, melyeket 26 egészséges önkéntestől gyűjtött könnymintával - 
együttesen kezelt ("poolozott minta") - vetettünk össze. 
 
Könnyminták fehérjéinek izobár kémiai jelölése tömegspektrometriás analízishez 
 
A könnyminták fehérjetartalmának meghatározásához Bradford módszert használtunk 
(BioRad). A begyűjtött könnyminták kémiai jelölését (iTRAQ 4plex) végeztük el az ABsciex 
(Framingham, MA, USA) gyártó utasításai alapján kisebb módosításokkal. A fehérje 
emésztéséhez és jelöléséhez trietil-ammónium-bikarbonát (TEAB) puffert használtunk. Ezután 
a fehérjéket urea (5,2 M végkoncentrációban) hozzáadásával denaturáltuk, majd 10mM 
végkoncentrációban adott trisz-(2-karboxietil)-foszfinal (TCEP) redukáltuk és 15 mM metil-
dc_1780_20
Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)
42  
metántioszulfonáttal (MMTS) alkiláltuk. Szobahőmérsékleten végzett 10 perces inkubáció után 
a mintákat TEAB pufferrel (0,25 M vég koncentráció, pH 8,5) kihígítottuk úgy, hogy az urea 
koncentrációja 2 M legyen. A minták oldatban emésztéséhez 1,6 µg MS minőségű, stabilizált 
tripszint használtunk (ABSciex), egy éjszakán át folytatott 37oC-os inkubálással. A 
megemésztett peptideket beszárítottuk, majd 20 µl 0,5 M TEAB pufferrel (pH: 8,5) és 200 µl 
abszolút etanol hozzáadásával oldottuk fel. A jelölés érdekében 20 µl iTRAQ reagenst adtunk 
a mintákhoz, mellyel 3 órás szobahőmérsékleten történő inkubálást végeztünk. 
Az egészséges csoport egyesített könnymintáit iTRAQ 114-es, míg az egyedi mintákat 
a normál csoport esetén iTRAQ 115-ös, a nem proliferatív csoport mintáit iTRAQ 116-os és a 
proliferatív csoport mintáit iTRAQ 117-es jelzéssel láttuk el. A jelölést követően, a mintákat 
véletlenszerűen válogattuk ki mindegyik csoportból, majd összekevertük azokat. Az így 
létrehozott, négyféle módon jelzett, kevert mintákat beszárítottuk és 200 µl 5% acetonitril és 
0,1% hangyasav tartalmú oldatban feloldottuk, majd tovább savasítottuk koncentrált hangyasav 
hozzáadásával. Legvégül 5 percig 14000 rpm fordulatszámon centrifugáltuk. A felülúszót 




A kromatográfiás elválasztáshoz a mintákat Zorbax 300SB-C18 oszlopra (Agilent, 
Santa Clara, CA, USA) injektáltuk 200 perces acetonitril/víz grádienst alkalmazva, ahol 
fokozatosan növeltük az acetonitril koncentrációját 0%-ról 30%-ra 163 perc alatt. Az "A" 
oldószer 2% acetonitrilt és 0,1% hangyasav vizes oldata volt, míg a "B" oldószer 2% víz 0,1% 
hangyasav acetonitriles oldatából állt. A vizsgálat során 300 nl/perc-es volt az áramlási 
sebesség. 
LC-MS/MS analízist végeztünk nanoHPLC-vel (Agilent 1100 series) kapcsolt 4000 
QTRAP (ABSciex, Framingham, MA, USA) tömegspektrométer segítségével, NanoSpray II 
MicroIon forrás használatával. Információ - függő adatgyűjtő módszert (Information 
Dependent Acquisition - IDA) alkalmaztunk, amelynek során egy pásztázást követően 
kiválasztottuk a két legintenzívebb ún. prekurzor iont, meghatároztuk a prekurzor ionok 
töltöttségét, majd a töltöttség alapján számolt ütközési energiákat alkalmazva a prekurzor 
ionokat fragmentáltuk. A fragmenseket analizáltuk és a felvett MS/MS spektrumokat 
dokumentáltuk. Mindegyik esetben 2 MS/MS spektrumot adtunk össze és ezt használtuk a 
fehérje azonosításhoz és kvantitáláshoz. A ciklusidő 4,79 másodperc volt. 
 
Adat- és statisztikai analízisek 
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A tömegspektrométriás adatokat ProteinPilot 2.0.1. (ABSciex) szoftverrel elemeztük ki, 
az UniProtKB / Swiss-Prot adatbázis használatával. A fehérje azonosításhoz a szoftverbe épített 
Paragon módszer ProGroup algoritmusát használtuk. A fehérjék kvantitálása ugyancsak a 
ProteinPilot 2.0.1. szoftverrel történt; a 114, 115, 116, illetve 117-es jelölő anyagok görbe alatti 
területeiből az azonosított fehérjék egymáshoz viszonyított, relatív mennyiségét határoztuk 
meg. Az adatok értékelésénél csak a szoftver által számolt szignifikáns (p<0,05) eltéréseket 
vettük figyelembe. 
Szükségünk volt az adatok normalizálására, mivel a felhasznált 2 l mennyiségű könny 
eltérő mennyiségű fehérjét tartalmazott. A normalizálás során figyelembe vettük az egészséges 
csoport könnyfehérje tartalmát, valamint a többi jelölési kísérlet során alkalmazott fehérje 
mennyiségeket. 
A normalizált adatokat statisztikailag elemeztük. Az összehasonlításához SPSS 15.0 
szoftvert (SPSS Inc. Chicago, USA) használtuk, valamint a nem-paraméteres Mann-Whitney 
U-tesztet. A részletesebb adatelemzés érdekében az általában microarray adatelemzésre 
használt GeneSpring 7.3 szoftvert (Agilent Biotechnologies) használtuk, mely során a legalább 
kétszeres változást mutató fehérjéket vettük számításba. A lehetséges azonosított biomarkerek 
hasznosságának megállapításához ROC analízist végeztünk. 
3.3.2 Tanuló algoritmusok alkalmazhatósága a diabéteszes retinopátia szűrésére 
Tanulmányunkban 119 cukorbeteg (II-es típusú DM) páciens, 165 szemét és 
könnymintáit vizsgáltuk, melyből 46 esetében történt könnymintavétel mindkét szem 
kötőhártya áthajlásából. A beválogatást kizáró kritériumok az alábbiak voltak: nem diabétesz 
eredetű generalizált betegség, bármely típusú invazív szemészeti beavatkozás, szemfelszíni 
vagy egyéb nem diabétesz vonatkozású szemészeti betegség és kooperációs nehézség). A 
mintavételek és a minták tárolása a korábbiakban ismertetett standard protokollnak felelt meg. 
A DR diagnosztizálása általános szemészeti vizsgálaton alapult, melyet 7-mezős fundusfotókon 
alapulú DR stádium beosztás követett, Megaplus Camera Model 1.6i/10 BIT Zeiss (Carl Zeiss 
Ophthalmic System A6, Jena, Németország) készülékkel készített fotóelemzéssel, két 
egymástól független szemész szakorvos által. 
A könnyminták fehérje meghatározása az előző alfejezetben leírtaknak megfelelően 
történt, nano HPLC-vel kapcsolt ESI-MS/MS tömegspektrometriás módszerrel. 
A MA-ák, mint a DR legfontosabb és informatikailag viszonylag könnyen leírható 
elváltozására, a fundusfotók képfeldolgozási módszertannal történő elemzéséhez gépi tanulás 
alapú MA detektort hoztunk létre. A tanulóalgoritmus alapú, automatizálni kívánt 
képfeldolgozó eljárás inputját a vizsgálni kívánt fundusfotókon azonosított MA-ák száma adta, 
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kimenetét a DR osztályozása (DR vs. normál fundus/nincs-DR) képezte. 
Modellünk megalkotása érdekében az alábbi optimálisan parametrizált gépi tanuló 
eljárásokat hasonlítottuk össze: Support Vector Machine (SVM), Recursive Partitioning 
(Rpart), Random Forest (randomForest), Naive Bayes (naiveBayes), Logistic Regression 
(logReg), K-Nearest Neighbor (k-NN), melyeket röviden az alábbiak jellemeznek. 
A felügyelt tanulási módszerek családjába tartozó sokdimenziós adatokon alkalmazható 
SVM módszer célja olyan szeparáló hipersík keresése, amely a lehető legjobban választja el 
egymástól a két tanulmányozni kívánt osztály (DR vs. nincs-DR) elemeit. A kifejezetten 
számítógépes alkalmazásra fejlesztett osztályozó eljárás az Rpart algoritmus végeredménye egy 
bináris jellegű osztályozó fa struktúra. Az algoritmus mintafelismerésen alapul, azaz a vizsgált 
minta jelenségeinek azonosítása alapján hozott döntési szabályok sorozatát alkalmazva 
csoportosítja annak elemeit. A randomForest olyan osztályozó módszer, mely sok változóval 
rendelkező kicsiny mintaszám esetén is jól alkalmazható. A naiveBayes osztályozó algoritmus, 
bemenete alapján képes a legnagyobb valószínűség szerint osztályozni, azaz egy elem 
osztályozásánál azt az osztályt választani, amelynek a legnagyobb a valószínűsége a 
megfigyelések és az elem további attribútumai alapján. A módszer lényege az, hogy a Bayes-
tétel segítségével meghatározható az optimális klasszifikációs szabály. A naiv Bayes osztályozó 
módszer azt feltételezi, hogy egy osztályon belül az attribútumok feltételesen függetlenek 
egymástól. A logReg modellek célja, hogy a minta megfigyelési elemeit az előre meghatározott 
csoportokba besorolják. A módszer azzal a feltételezéssel él, hogy az odds arány logaritmusa 
lineárisan függ a magyarázó változóktól. A logreg modell alapgondolata, hogy a valószínűség 
helyett olyan - a valószínűséggel egyenértékű - mérőszámokat használ, amelyeknek értékei nem 
korlátozódnak a bináris [0,1] tartományra. A k-NN módszer azon alapgondolaton nyugszik, 
hogy a hasonló attributumú objektumok hasonló tulajdonságokkal rendelkeznek, és a 
hasonlóság nagysága távolságfüggvénnyel mérhető. Egy új minta osztályozása esetében az n-
dimenziós térben keressük tehát azt a k tanuló mintát, amelyek a legközelebb van(nak) az 
ismeretlen mintához. 
 
Kombináción alapuló tanuló algoritmusok 
 
Háromféle automatizált monitorozó rendszert fejlesztettünk és teszteltünk 
tanulmányunkban. Röviden ismertetve: i) a könnyfehérje biomarkerek; ii) MA-k detektálásán 
alapuló algoritmusok digitalizált retinaképeken; iii) a fent említett két módszer ötvözete, 
kombinált módszer. 
Kombinált monitorozási módszerünk tesztelése 52 II-es típusú cukorbeteg páciensünk 
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74 szemének könnymintái és digitális fundusfotói elemzései alapján történtek (21 ♂/31 ♀; 
átlagéletkor: 65,19 év; cukorbetegség fennállásának ideje: átlag 16,44 év). 
Az informatikai modell felépítéséhez és teszteléséhez az ún. 7-mezős fundusfotókat 
[194], és a fotódokumentációval egyidőben vett könnymintákat használtuk. Vizsgált 
pácienseink esetében (74 szem) 56 fundus mutatott DR jellemző elváltozást. 
A könnymintákat nano-HPLC kapcsolt ESI-MS/MS tömegspektrometriás készülékkel 
analizáltuk a 3.3.1. fejezetben leírtaknak megfelelően, majd a kapott proteomikai analízis 
eredményeit összevetettük a szemfenékről készült fundusfotókkal, valamint a kombinált 
módszertannal kapott eredményekkel. 
3.3.3 Potenciálisan alkalmazható új szűrőmódszer a szemészetben 
 
3.3.3.1 In vivo konfokális cornea mikroszkópia 
 
Első vizsgálatunkba I-es típusú cukorbetegségben szenvedő 28 betegünk (15 ♀ és 13 ♂, 
átlag életkor: 22,86±9,05 év) és 17, korban illesztett kontroll, egészséges fiatal (9 ♀ és 8 ♂, átlag 
életkor: 26,53±2,43 év) került bevonásra. Második, 2 éves követéses tanulmányunk során a 
korábbi 28 beteg közül 19 páciens (9 ♀ és 10 ♂) esetében ismételtük vizsgálatainkat. A 
kontrollcsoport, mind általános mind szemészeti szempontból teljesen egészséges volt és egyik 
csoportban sem volt kontaktlencse viselő, vagy előzőleg szemészeti beavatkozáson átesett 
páciens. Az első vizsgálat során az I-es típusú DM-ban szenvedő betegeinket további két csoportra 
osztottuk: DR-ban nem szenvedő (18 beteg, átlagéletkor: 16,45±2,59 év) és DR-ban szenvedők 
(10 beteg, átlagéletkor: 32,51±5,99 év) csoportjára. A követéses tanulmány során 12 beteg 
(16,12±3,24 év) DR-ban nem szenvedett, 7 páciens (36,32±6,18 év) DR-ban szenvedett. A 
szemészeti vizsgálatok az alábbiakat foglalták magukba: réslámpás vizsgálat, tágításban történő 





Az anamnézis és a látásélesség felvételét követően végeztük el a CCM vizsgálatot mind 
az első, mind a követéses tanulmány során, melyeket minden páciensünk mindkét szemén 
kiviteleztünk a Heidelberg Retina Tomográf III Rostock Cornea Modul (HRT III RCM, 
Heidelberg Engineering GmbH, Heidelberg, Germany) alkalmazásával. Genteal Gél (0,3% 
hipromellóz; Novartis Ophthalmics, East Hanover, NJ) került behelyezésre egy egyszer 
használatos steril polimetil-metakrilát kupakba (Tomo-Cap; Heidelberg Engineering GmbH), 
melyet a lencse objektívre helyeztünk fel. A vizsgálatot egy csepp Tetrakain (Tetrakain 
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hidroklorid 0,4%) helyi érzéstelenítése után végeztük. A pácienst arra kértük, hogy a távolba 
fixáljon mielőtt a műszer vizsgálófejét a szaruhártya centrumához érintettük. A vizsgálat kb. 5 
percet vett igénybe, pácienseink sem ez alatt sem utána nem panaszkodtak fájdalomra, 
kellemetlenségre vagy a látásélesség változására. Minden vizsgálatot ugyanaz a tapasztalt 
szemészorvos végezte (Szalai Eszter). A Heidelberg HRT-III mikroszkóp segítségével a 
szaruhártya centrumának részletei párhuzamos felszíni síkban, 384x384 pixel felbontásban, 1 
μm mélységben és 400x400 μm2 - es látómezőben kerültek dokumentálásra. Analízisre a normál 
kontrollok és a DR-ban nem szenvedő pácienseink jobb szemének vizsgálati eredményei 
kerültek. A DR-ban szenvedő pácienseink esetében szintén a jobb szem került bevonásra, 
kivéve azon esetekben, amikor ezen a szemen műtét történt, ilyenkor a bal szemet elemeztük. 
A bazális epitélium, a poszterior stróma, az endotélium és a subbazális idegi plexus 
analizálásához 3-3 jó minőségű kép került kiválasztásra. A bazális epitéliumnak a Bowman 
membrán előtti, a poszterior strómának a Descemet membrán előtti három-három éles szelet 
felelt meg [195], [196]. További összehasonlító vizsgálatainkhoz a kiválasztott képek 
eredményeinek átlagait használtuk. 
Vizsgálataink során a sejtszám meghatározásokat a műszer biztosította szoftverrel 
végeztük, félautomata sejtsűrűség-meghatározással. Az epitélium, a keratocita és az endotél 
sejteket az érdekelt területből választottuk ki, amely legalább 50 darab sejtet tartalmazott. Ezt 
követően a sejteket manuálisan jelöltük ki, melyekből a szoftver automatikusan kalkulálta ki a 
sejtsűrűséget (sejt/mm2). A kiválasztott területek nagysága az epitélium esetén 0,033±0,001 
mm2, a stróma esetén 0,157±0,0005 mm2 és az endotélium esetén 0,032±0,006 mm2 volt. A 
subbazális idegi plexus morfológiájának meghatározására automata analizáló szoftvert 
alkalmaztunk (ACCMetrics, University of Manchester, Manchester, UK) [197]. Az alábbi 
paraméterek kerültek kvantifikálásra: az idegrost sűrűsége (Nerve Fibre Density, NFD) - az 
idegrostok száma/mm2; az idegelágazódások sűrűsége (Nerve Branch Density, NBD) - az 
elsődleges elágazódási pontok a fő idegroston/mm2; az idegrostréteg hossza (Nerve Fibre 
Length, NFL) - az idegrostok teljes hosszúsága mm/mm2; idegrost teljes elágazódások sűrűsége 
(Nerve Fibre Total Branch Density, TBD) - elágazódási pontok teljes száma/mm2; idegrost 
területe (Nerve Fibre Area ,NFA) - az idegrostok teljes területe mm2/mm2; idegrostok 
szélessége (Nerve Fibre Width, NFW) - átlagos idegrost szélesség mm/mm2. 
A diabéteszes páciensek fundusvizsgálatát minden esetben tágított pupilla mellett 
végeztük, fotódokumentáltuk és a DR stádiumának besorolásához nemzetközi standardot 
alkalmaztunk (International Clinical Diabetic Retinopathy Disease Severity Scale) [198] az 
alábbiak szerint: 0=DR utaló jel nem látahtó, 1=enyhe, nem proliferatív DR, 2=középsúlyos, 
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Leíró statisztika alkalmazásával határoztuk meg az eredményeink átlagát, szórását (SD) 
és a 95%-os megbízhatósági tartományt (confidence interval, CI). A statisztikai analíziseket 
MedCalc szoftver 10.2.0 és SPSS szoftver 13.0 verziójával végeztük el. A 3 csoport 
eredményeinek összehasonlítására varianciaanalízist, és post-hoc Tukey-tesztet alkalmaztunk. A 
folytonos változók vizsgálatásra „Student-féle” t-tesztet használtunk két csoport 
összehasonlításánál, valamint az egyváltozós paraméterekre κ2-próbát alkalmaztunk. A 
kétváltozós paraméterekre Pearson korrelációt használtunk. Minden esetben p<0,05 értéket 
tekintettünk statisztikailag szignifikánsnak. 
 
 
3.3.3.2 Ultraszéles látószögű pásztázó lézer oftalmoszkópia 
 
 
Munkacsoportunk hagyományos 45° kamerával készült fundusfotókat vetett össze a 
P200C AF ultraszéles látószögű pásztázó lézer oftalmoszkóp (OPTOS PLC, Dubfermline, UK) 
kamerájának azonos beteganyagon készített képeivel annak érdekében, hogy validálja a 
készüléket. A két képalkotó eljárás összehasonlítására a makula vonatkozásában került sor, az 
időskori makuladegeneráció (AMD) patológiás eltérésein keresztül. Összehasonló vizsgálatainkat 
nagy betegszámmal kívántuk elvégezni, ezért AMD-s betegek fotódokumentációját alkalmaztuk, 
mert ilyen jelentős esetszám diabéteszes betegek vonatkozásában nem állt rendelkezésünkre. 
Ismerve azonban azt a tényt, hogy a DR-ban elsőként megjelenő fundusképi elváltozás a MA (10-
100 µm)  [199], és az AMD-ben megjelenő drusen méretileg egymással jól korrelál (kemény 
drusen <63 µm, a közepes méretű drusen méret 63-125 µm) az AMD-s beteganyag alkalmazása 
megfelelő a validáláshoz [200]. 
A "Reykjavik Eye Study"-ban végzett tanulmány az 1996-ban elvégzett, 50 év feletti 
reykjaviki populáció random (1045 páciens) szemészeti vizsgálatait és azok sztereo, film alapú 
fundusfotó-dokumentációit tartalmazza [201]. Ezen vizsgálati anyag 2008-ban egy 12 éves 
követési protokollal egészült ki, melyben a korábban vizsgált páciensek 73%-a (573 páciens) vett 
részt. A részletes szemészeti vizsgálat mellett, 451 páciens esetében készült fundusfotó két 
képalkotó eljárással: foveára centrált képek digitális kamerával (ZEISS FF 450), és 200°-os 
fundus-fotódokumentáció a P200C AF ultraszéles látószögű pásztázó lézer oftalmoszkóppal. A 
fotódokumentációk mindkét képalkotó eljárás esetében tágított pupilla mellett történtek. A 
digitális képeket egyedi azonosítóval - mely biztosította a beteg anonimitását és a későbbiekben 
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szükség szerinti azonosítását-, a Moorfields Eye Hospital Reading Centre (MEHRC)-be küldték 
analízisre. 
Jelen tanulmányunkba a 12 éves követéses vizsgálat anyagából - az időskori 
makuladegeneráció elváltozásainak teljes spektrumának lefedésével - 121 szem került 
beválogatásra. A képek elemzése random módon zajlott, a klinikai információk ismeretének teljes 
hiányában. A fundusfotók elemzése az Optos V2, DX elemző szoftverével történt mindkét eljárás 
esetében. Ezen szoftver lehetőséget biztosít egy automata standard elemző rács felhelyezésére (9. 
ábra), miután a képolvasó a makula centrumát, a foveát, továbbá a látóidegfőt azonosítja 
manuálisan. Az elemző rács felhelyezése biztosítja, hogy a két képalkotó eljárással készült képek 
vizsgálatai során a makula azonos területei kerülnek elemzésre. A két képalkató eljárással készült 




9. ábra Az Optos V2, DX elemző szoftverével felhelyezett 
automata, standard elemző rács; melynek felhelyezéséhez a fovea 
és a látóidegfő manuális azonosítása szükséges. 
[Forrás: A Moorfields Eye Hospital, London, UK Reading 
Centere, saját készítésű képanyag] 
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Az elváltozások - léziók, makuláris drusenek - méreteinek meghatározása számítógép- 
asszisztált standard körök felhelyezésével történt. Analízisre az időskori makulopátiához (age- 
related maculopathy, ARM) vagy AMD-hez kapcsolódó elváltozások kerültek. Az elváltozások 
fenotípusainak meghatározása a Nemzetközi Klasszifikáció (International Classification, IC) 
szerint történt mindkét képalkotó eljárás esetében [200]. Az alábbi elváltozások kerültek 
azonosításra: kemény és puha drusen, geografikus atrófia (geographic atrophy, GA) és 
chorioretinális neovaszkularizáció (chorioretinal neovascularisations, CNV). 
A képelemző önmagához (intra-observer agreement) és más képalkotóhoz (inter- observer 
agreement) vonatkoztatott egyezése/tévedése is vizsgálatra került. Az elemző önmagához 
viszonyított egyezésének megítélése érdekében (intra-observer agreement) a már elemzett képek 
random 10%-át újra elemezte úgy, hogy a képelemzések között minimum 14 nap telt el. 
További, részletes képelemzésre került sor kemény drusen, GA és CNV (5 eset minden 
10. ábra A Zeiss FF 450 (a-e) konvencionális digitális fundusfotó kamera (45°-os látószög) és az Optos P200C AF (f-j) 
ultraszéles látószögű kamera egymásnak megfeleltetett felvételei a makulára vonatkoztatva: (a-f) patológiai eltérés nélkül; 
(b-g) korai ARM; (c-h) korai AMD; (d-i) chorioretinális neovaszkularizáció; (e-j) geografikus atrófia [183] 
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fenotípus vonatkozásában), valamint 6 puha drusen vonatkozásában (összesen 21 szem), mindkét 
képalkotó eljárással. A drusenek elemzése a három elemzett zóna vonatkozásában a nemzetközi 
klasszifikáció szerint zajlott úgy, hogy minden egyes drusen típus és méret szerint megjelölésre 
került - az Optos V2, DX elemző szoftver alkalmazásával. Részletes elemzésre kerültek továbbá a 
retinális pigment epitél (RPE), a CNV és GA típusú elváltozások az utóbbi kettő méretének 
megadásával. Ezen vizsgálati eljárás megfelelt a "Reykjavik Eye Study"-nak; az alap, majd 
követéses vizsgálataiban alkalmazott protokollnak annak érdekében, hogy a későbbiekben 
összehasonlító vizsgálatokat is lehessen végezni [201], [202]. 
A képelemző önmagához és más képelemzőhöz viszonyított egyezésének megítélése 
érdekében k-statisztikát végeztünk [203]. A k-statisztikai analízis eredményeit az alábbiak szerint 
interpretáltuk: k<0, „gyenge egyezés”; k-érték: 0-0,2 „csekély egyezés”; 0,21-0,40 „korrekt 
egyezés”; 0,41-0,60 „meglehetős egyezés”; 0,61-0,8 „jelentős egyezés”; és k>0,81, „majdnem 
tökéletes egyezés” [203]. A statisztikai analízisek a Stata 9.0 (STATA Data analysis and Statistical 





4.1 Könnyenzimek tanulmányozása a szaruhártya sebgyógyulási folyamataiban 
4.1.1 Állatmodell alkalmazása a haze hatásmechanizmusának megismerésére, 
indukálására és gátlására; a vemhesség, mint rizikófaktor. 
A szemészeti készítmények vizsgálataihoz általánosan alkalmazott kísérleti állat a nyúl. A 
szaruhártya komplikált sebgyógyulási folyamatainak a tanulmányozására ezidáig nem ajánlott 
speciális modellt az irodalom. Vemhesség alatt ismert a plazminogén aktivátor inhibitorok plazma 
koncentrációjának emelkedése, ezért vizsgáltuk, hogy a vemhes állat alkalmazható-e új modellként 
a refraktív lézersebészeti beavatkozásokat esetenként követő haze tanulmányozására. 
Állatkísérleteink eredményeit a 3. táblázatban összefoglalva szemléltetjük a könnyebb 
áttekinthetőség érdekében. A 3. táblázat a PRK kezelést követő korai (1. hét) posztoperatív 
időszakban alkalmazott széles szubsztrátspecificitású szerin proteináz inhibitor (10.000 KIU/ml 
aprotinin, Gordox) és az uPA (50 IU/ml uPA, Ukidan) kezelés eredményességét szemlélteti, 
vemhes és nem vemhes állatok csoportbontásában a késői (1., 3., és 6. posztoperatív hónapokban) 
haze kialakulásának és stádiumainak függvényében [187]. 
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   Haze (Hanna) 
Vemhesség Szem (db) Könnyminta 1 hó 3 hó 6 hó 
Aprotinin kezelés + - 2 + - 2 2 
Aprotinin kezelés + + 1 + - 2 3 
Aprotinin kezelés – 
(ellenoldali szem) 
- 2 + - - - 
Aprotinin kezelés – 
(ellenoldali szem) 
+ 1 + 2 2 2 
Nem operált kontroll - 6 +          Nem értelmezhető 
uPA kezelt - 16 - - - - 
uPA kezelt + 8 - - - - 
uPA nem kezelt kontroll 
(ellenoldali szem) 
- 14 - - - - 
uPA nem kezelt kontroll 
(ellenoldali szem) 
- 2 - + 1-2 1-0 
uPA nem kezelt kontroll 
(ellenoldali szem) 
+ 1 - - - - 
uPA nem kezelt kontroll 
(ellenoldali szem) 
+ 7 - + 1-2 0,5-1 
3. táblázat A PRK kezelést követően kialakult haze az alkalmazott kezelések vonatkozásában. Az első posztoperatív hét terápiája;  
Rövidítések jelentése: Aprotinin kezelés+: a humán protokoll plusz egy csepp 10. 000 KIU/ml aprotininnal egészült ki a kezelések 
alkalmával. Aprotinin kezelés-: humán protokoll szerint. uPA kezelt: a humán protokoll szerint alkalmazott antibiotikum 50 IU/ml uPA-t 
is tartalmazott. uPA nem kezelt: humán protokoll szerint [190]. 
 
Az állatok humán protokoll szerint történt kezelése esetében a könnymintáik uPA aktivitás 
értékeinek változása megfelelt, a humán könnymintákban korábban megfigyelt uPA aktivitás 
értékek változásainak [60] a korai posztoperatív időszakban. Részletezve, az alábbi változásokat 
detektáltuk: uPA aktivitás szignifikáns csökkenése az első posztoperatív napon, szignifikánsan 
emelkedés a 2. posztoperatív napon, preoperatív szintre történő visszaesés a 3.-4. posztoperatív 
napokra, melyet követően szignifikáns változás már nem volt kimutatható (11. ábra). 
Szerin proteináz inhibitor (aprotinin) alkalmazása az első posztoperatív héten alkalmasnak 
bizonyult az állatok könnyében mért uPA aktivitás értékeinek visszaszorítására. Az aprotininnal 
kezelt állatszemek esetében - minden egyes esetben - haze kialakulása volt megfigyelhető a késői 
posztoperatív időszakban (11. ábra). 
Vemhes állat esetében az aprotinin kezeléshez hasonló alacsony uPA aktivitási érték volt 
kimutatható a könnyfilmben (11. ábra). 
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4.1.2 Az aprotinin hatásmechanizmusának tanulmányozása állatmodellben, urokinázt 
gátló hatása a nyúl szaruhártya sejtjeire refraktív lézerkezelést követően 
A PRK kezelés során 7 mm átmérőjű Hoffer trepán alkalmazásával eltávolított epiteliális 
sejtrétegekben mért uPA expressziót szemlélteti a 12. ábra 2. óra, 4. óra és 24. óra elteltével; 4 
szem szaruhártyájából mind a kontroll, mind pedig az inhibitorral kezelt állatok esetében. A 
kontroll állatok (humán protokoll szerinti, antibiotikum tartalmú szemcseppel történő kezelés) 
szaruhártyájában mért uPA mRNS relatív mennyisége alacsony volt 2 órával a műtét után (n=4), 
azonban jelentős mértékű szintemelkedést figyeltünk meg a műtétet követő 4. (n=4) és 24. órában 
(n=4) (12. ábra). 
11. ábra Az uPA aktivitás időbeli változása PRK műtétet követően nyulak könnymintáiban. 
Szaggatott zöld vonal: aprotonin kezelés +, nem vemhes állat; Vékony kék folytonos vonal: aprotinin kezelés 
-, nem vemhes állat; Vastag folytonos piros vonal: aprotinin kezelés -, vemhes állat; Pontozott fekete vonal: 
kontroll szem, nem operált [190]. 
12. ábra Az uPA mRNS relatív mennyisége nyúl szaruhártyában a sebgyógyulási időszakban, a kvantitatív RT-PCR 
analízis alapján (7 mm Hoffer trepán használatakor) [193]. 
dc_1780_20
Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)
53  
Az uPA expresszió változása eltérő volt abban az esetben, amennyiben módosítottuk az 
alkalmazott trepán méretét. Az epiteliális sejtréteg eltávolításához használt 6 mm-es átmérőjű 
Hoffer trepánnal kapott eredményeinket szemlélteti a 13. ábra.  
Ezen esetekben a műtét után 2 órával (n=2) gyűjtött kontroll minták esetén jelentősen 
megemelkedett uPA transzkripciót láthattunk. Az uPA szint körülbelül ötödére csökkent műtét után 
4 órával (n=2), és tovább csökkent 24 óra (n=3) elteltével. Hasonló, nagyon alacsony transzkripciós 
szintet figyelhettünk meg 72 óra múlva is (n=3) [188]. 
A második kísérleti csoportban (6 mm trepán) lefagyasztott szaruhártya darabokat in situ 
zimográfiának vetettük alá azért, hogy a sebgyógyulás alatti uPA kifejeződés helyét 
tanulmányozzuk és meghatározzuk a kialakult uPA aktivitás mértékét. Miközben plazminogén-
független lízist nem tudtunk megfigyelni, a plazminogén-függő kazeinolízis a hámhiányos 
szaruhártya területére korlátozódott, és sokkal hangsúlyosabban jelent meg a vándorló epitélium 
elülső szegélyén. 
A szaruhártya-minták uPA aktivitásának megállapításához a lízis zónák teljes képanalízisét 
hajtottuk végre. Itt ismét egy jelentős csökkenést figyeltünk meg az aprotininnel kezelt minták 
esetében (14. ábra). 
13. ábra Az uPA mRNS relatív mennyisége nyúl szaruhártyában a sebgyógyulási időszakban, 
kvantitatív RT-PCR analízis alapján (6 mm Hoffer trepán használatakor) [193]. 
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Azt, hogy a kazein hidrolízise az uPA vagy a tPA aktivitása miatt valósult meg egyrészt 
uPA specifikus amilorid inhibitor hozzáadásával [204], valamint uPA és tPA elleni, gátló hatású 
poliklonális antitestek alkalmazásával bizonyítottuk [40]. A kazeinolízist az in situ zimográfia 
során a poliklonális anti-uPA antitest részlegesen, míg az amilorid, - amely egy specifikus uPA 
inhibitor - teljes egészében képes volt gátolni. Poliklonális anti-tPA antitestet alkalmazva gátlást 
nem tudtunk kimutatni [188]. 
4.1.3 Plazminogén aktivátor inhibitorok a humán könnyben, jelentőségük a haze 
kialakulásában 
Munkánk során a plazminogén aktivátor inhibitor (PAI-1 és PAI-2) szintek változásait 
vizsgáltuk a humán könnyben fotorefraktív lézerkezeléseket (PRK, LASIK) követően. A 
preoperatív refrakciós hiba PRK és LASIK kezelésen átesett betegeink esetében kétmintás t- 
próbával vizsgálva nem mutatott szignifikáns különbséget (p=0,152). Azon esetekben, ahol 
mindkét szem lézerkezelésére sor került, és a könnymintavétel kivitelezhető volt, a két szem 
közötti refrakciós hiba különbsége 1,2±1,4 D-nak adódott. F-próbával, azon csoportok között 
ahol mindkét szemen, illetve egy szemen történt lézerkezelés a refrakciós hibák 
vonatkozásában, szignifikáns különbség nem volt kimutatható (p=0,17). 
Vizsgálataink során a humán könny PAI tartalma kizárólag PAI-2–nek bizonyult. A 
14. ábra Az uPA aktivitás mértéke a szaruhártya mintákban (6 mm-es trepánt használva) in situ 
zimográfiás képelemzést követően [188]. 
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PRK kezelés előtt, és a korai posztoperatív időszakban gyűjtött 61 könnyminta ELISA 
módszerrel mért PAI-1 értékei minden esetben a detektálhatósági határ alatt maradtak. Ezen 
ismeret birtokában a LASIK kezelésen átesett pácienseink könnymintáiból nem történt PAI-1 
meghatározás. A PRK kezelések előtt és után a humán könny ELISA-val mért PAI-2 





 Átlag SD Maximum Minimum Esetszám 
Műtét előtt 19,8 23,4 113,5 0,0 41 
Műtét után 112,7 60,5 238,2 8,2 42 
3. posztoperatív 
nap 
12,1 19,5 79,9 0,0 44 
5. posztoperatív 
nap 
15,5 20,4 78,8 0,0 19 
4. táblázat A PAI-2 átlagértékei (ng/ml) PRK beavatkozások esetében [193]. 
 
A PAI-2 ELISA-val történő meghatározásokat 146 PRK, és 35 LASIK kezelésen átesett 
páciens könnymintáin végeztük el. A 4. táblázat mutatja az átlag PAI-2 értékeket a PRK 
csoporton belül 4 mérési időszakban, míg a 5. táblázat ugyanezt ábrázolja a LASIK csoport 





 Átlag SD Maximum Minimum Esetszám 
Műtét előtt 19,0 33,1 102,1 0,0 12 
Műtét után 111,5 69,2 237,6 27,7 12 
1. poszt-
operatív nap 
15,7 18,8 59,6 0,0 11 
5. táblázat A PAI-2 átlagértékei (ng/ml) LASIK beavatkozások esetében [193]. 
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Vizsgálataink során a könnyminták PAI-2 értékeiben nem találtunk szignifikáns 
különbséget a két műtéti típus (PRK, LASIK) vonatkozásában. Az egyénre vonatkoztatott 
különbségek vizsgálata során azonban a műtétet közvetlenül megelőzően és azt követően mért 
PAI-2 értékek szignifikánsan eltértek (p<0,001) mindkét típusú beavatkozás esetében. 
Statisztikailag szignifikáns különbséget nem sikerült azonban kimutatnunk semmilyen egyéb 
kombinációs vizsgálat során az 1., 3., és 5. posztoperatív napok összehasonlítása 
vonatkozásában (p>0,10). 
A posztoperatív követési időszakban (3 hónap), PRK (46 szem) kezeléseket követően a 
szaruhártya sebgyógyulási folyamatai komplikáció nélkül zajlottak 40 szemen (tiszta 
szaruhártya), egy esetben alakult ki haze (Hanna, 2. stádium). További öt esetben a szaruhártya 
igen enyhe opálosodását detektáltuk. Ezen esetek közül egy páciensünk könnyében mértünk 
emelkedett PAI-2 szintet a kezelést megelőzően (2 SD értéket meghaladó), és egy esetben volt 
hasonlóan emelkedett a mért érték a műtét után közvetlenül. A 3. és 5. posztoperatív napokon 
ezen esetekben a mért PAI-2 szint a könnyben 1 SD értéken belül maradt. A komplikáció nélkül 
zajló (tiszta szaruhártya) sebgyógyulási folyamatok esetében a PRK kezelés előtt és után 
közvetlenül mért PAI-2 szintek 2 SD értéken belül maradtak. A harmadik posztoperatív napon 
három, az ötödiken egy szem vonatkozásában mértünk 2 SD értéket meghaladó könny PAI-2 
szintet. Hasonló eloszlást (2 SD érték alatti) 146 mérés vonatkozásában figyeltük meg. 
15. ábra A PAI-2 szintjének időbeli alakulása PRK és LASIK kezelésen átesett páciensek könnymináiban 
[190]. 
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LASIK kezelést követően haze tanulmányunkban nem volt megfigyelhető. A könnyben 
egy esetben mértük 2 SD értéket meghaladó PAI-2 szintet preoperatíve, valamint az első 
posztoperatív napon, statisztikai relevancia nélkül. 
 
 
4.1.3.1 Plazminogén – aktivátor és inhibitor, valamint hormonszint vizsgálatok terhesség során 
 
Várandós páciensek könnymintáiban mért PAI-2 szintek 
 
Várandós pácienseink könny PAI-2 átlagértékei nem mutattak szignifikáns különbséget 
az általunk vizsgált terhességi időszakokban (16. ábra). Kontroll csoportunk PAI-2 átlagértékei 
26,7 ng/ml (korábbi tanulmányból származó adat), és jelen tanulmányunk mérési eredményei 




Várandós páciensek vérmintákban mért PAI-2 szintek 
 
Várandós pácienseink vérmintáiban a PAI-2 átlagérték a 10,7 hét és a szülést követő hét 
(41. hét) összehasonlításában statisztikailag szignifikáns különbséget nem mutatott. A PAI-2 
vérszintjeit azonban a várandósság előrehaladtával határozott, és folyamatos emelkedés 
jellemezte a vizsgálati időpontokban: 16,1 továbbá 24,2 és 34,9 hetek, és ezen értékek 
vonatkozásában szignifikáns eltérés volt kimutatható a 10,7 és a 41. héten mért PAI-2 
átlagértékekhez képest (17. ábra).
16. ábra A PAI-2 átlagértékeinek változása a könnymintákban a terhességi idő függvényében. 
A függőleges oszlopok hibasávjai mutatják az átlag PAI-2 koncentráció átlagtól való eltérését 
(SD). A vízszintes hibasávok mutatják a terhességi hetek átlagtól való eltérését [205]. 
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A különböző egyénekből származó könnyminták PAI-2 szintjének varianciája 4,95x 
volt nagyobb, mint az egy adott egyén öt különböző gesztációs periódusában mért PAI-2 szintek 
varianciája. Így a variancia statisztikailag szignifikáns (p<0,01) különbséget mutatott a 
különböző egyénekben.  
Ezzel párhuzamosan, a különböző egyénekből származó vérminták PAI-2 szintjének 
varianciája csak 1,06x volt nagyobb, mint az egy adott egyén öt különböző gesztációs 
periódusában mért PAI-2 szintek varianciája. Így a variancia statisztikailag szignifikáns 
különbséget nem mutatott a különböző egyénekben (p=0,41). 
A terhességi időszakok mérési eltéréseit figyelembe véve és az öt terhességi 
periódusban mért mérési különbségeket vizsgálva (eltérési hányados=1,66) a könny PAI-2 
szintje nem mutatott statisztikailag szignifikáns különbséget (p=0,30) a különböző terhességi 
időszakokban. A vérben mért PAI-2 esetében az eltérési hányados 1493,43 volt, mely 
statisztikailag szignifikáns különbség (p<0,001) a különböző terhességi időszakokban végzett 
mérések között. 
A terhességi kor előrehaladtával a vérben mért PAI-2 szint szignifikánsan magasabb 
volt, mint a könnyben mért átlag érték. A könnyben és a vérben mért értékek azonban nem 
mutattak korrelációt. 
A könnyben mért PAI-1 szintek (20 várandós, 12 nem várandós nő), az ELISA módszer 
detektálhatósági határa (4 ng/ml) alatt maradtak a terhességi időszak vizsgált időpontjaiban, a 
szülést követően, valamint a kontrollok alkalmával is. Vizsgáló módszerünk érzékenységi 
17. ábra A PAI-2 átlagértékeinek változása a vérmintákban a terhességi idő függvényében.  
A függőleges oszlopok hibasávjai mutatják az átlag PAI-2 koncentráció átlagtól való eltérését 
(SD). A vízszintes hibasávok a terhességi hetek átlagtól való eltérését szemléltetik [205]. 
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korlátai miatt a PAI-1 szintek változásait a terhesség alatt nem tudtuk igazolni a vizsgát 
könnymintáinkban [206]. 
A vérben mért PAI-1 átlagértékei a 11. héten 85,8±29 ng/ml; a 16. héten 90,5±32,2 
ng/ml; és a 24. terhességi héten 125,9±26,1 ng/ml volt. 
 
Várandós páciensek ösztradiol és progeszteron szintjei a könnyben és a vérben 
 
Várandós pácienseink vérmintáinak ösztradiol és progeszteron szintjeinek átlagértékeit 
a 18. és 19. ábra szemlélteti. Az ábrákon szemléletesen jelenik meg a hormonszintek meredek 
emelkedése a terhességi kor előrehaladtával, melyek a vérben mért PAI-2 értékekkel is 





18. ábra Az ösztradiol szint változása a vérben a terhességi idő függvényében. A függőleges 
oszlopok hibasávjai mutatják az átlag PAI-2 koncentráció átlagtól való eltérését (SD). A 
vízszintes hibasávok a terhességi hetek átlagtól való eltérését szemléltetik [205] 
19. ábra A progeszteron szint változása a vérben a terhességi idő függvényében. A 
függőleges oszlopok hibasávjai mutatják az átlag PAI-2 koncentráció átlagtól való eltérését 
(SD). A vízszintes hibasávok a terhességi hetek átlagtól való eltérését szemléltetik [205]. 
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uPA szintek a várandósság idején könnymintákban  
 
 
 Jelen tanulmányunk könnymintái a kontroll „nem várandós csoport” 
vonatkozásában két vizsgálati anyagból származtak, egyrészt 10 korábbi mérési eredményünk, 
másrészt 8 a jelen tanulmány olyan vizsgálati alanya, akik már a várandósságukat megelőzően 
bevonásra kerültek. Annak érdekében, hogy mindkét csoport eredményeit felhasználhassuk, t-
teszteket végeztünk mintáinkon, hogy a statisztikai szignifikanciákat megvizsgáljuk. 
Szignifikáns különbség nem volt kimutatható sem a minták uPA értékeinek (p = 0,63), sem a 
résztvevők életkorának (p = 0,26) vonatkozásában. A Mann-Whitney U tesztek sem mutattak 
statisztikailag szignifikáns különbséget jelen és az előző tanulmányunk medián értékeitől (p> 
0,99). A medián teszt sem mutatott szignifikáns különbséget a két csoport uPA értékeiben (p = 
0,64). Ezek alapján mindkét csoport egységes alapul szolgált további elemzéseinkhez. 
 A könnymintákban mért bimodális uPA eloszlás miatt eredményeinket két csoportra 
osztottuk: nem nulla és nulla - uPA értékek a három gesztációs kategóriában, melyet a 6. 






9 - 12 
terhességi 
hét 
14 - 23 
terhességi hét 





Átlag „nem-nulla” uPA 0,325 0,243 0,309 0,348 0,339 
SD „nem-nulla” uPA 0,184 0,129 0,180 0,228 0,217 
Maximum  
„nem nulla” uPA 
0,785 0,504 0,780 0,809 0,831 
Minimum  
„nem-nulla” uPA 
0,050 0,005 0,076 0,046 0,191 
Résztvetők száma 
(„nem-nulla” uPA) 
18 16 25 13 10 
Résztvevők száma 
(„nulla” uPA) 
0 3 5 11 0 
6. táblázat A könnymintákban mért uPA eloszlás a várrandóságot megelőzően és annak lefolyása során. 
 
  A táblázatban ismertetett kategóriák szerint Mann-Whitney U tesztekkel vizsgáltuk a 
résztvevők életkor szerinti megoszlását, mely nem mutatott statisztikailag szignifikáns különbséget a 
„nem nulla uPA” és a „nulla uPA” csoportok között a három gesztációs kategóriában: p = 0,96, 0,56 
és 0,95. A „nem nulla uPA” csoportban végzett normál eloszlást vizsgáló statisztikai elemzések az 
egyes terhességi kategóriákban normális eloszlást igazolak: mindegyik R2> 0,61, mely megfelel a 
normál eloszlás lineáris illeszkedésének. 
  Az átlag „nem nulla uPA”-szint gyakorlatilag a teherbeesést megelőző időszaktól végig 
követve a várandósságot egészen a születésig változatlan maradt. A nulla uPA-érték azonban a 
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terhességi kor előrehaladtával emelkedett, de mind a terhessét megelőzően, mind azt követően nulla 
uPA értékek voltak mérhetőek. 
 
4.1.4 A rekombináns plazminogén aktivátor inhibitor-2 alkalmazása a 
szaruhártyafekélyek gyógyításában, állatmodellben 
Rekombináns PAI-2 fúziós fehérje előállítása és aktivitásának vizsgálata 
 
A rekombináns fehérje előállításának részleteit az „3.2.1 fejezetben” fejezetben 
részletesen ismertettük. A MBP-Histag PAI-2 fúziós fehérje jelenlétét anti-PAI-2 antitest 
felhasználásával elkészített immunoblottal bizonyítottuk, melynek eredményét mutatja be a 20. 
ábra [207]. Jól látható a megfelelő molekulatömegű fehérje jelenléte. A tisztított fúziós fehérjét 






Rekombináns PAI-2 fehérje alkalmazhatósága szaruhártyafekélyek gyógyításában, 
állatmodellben  
Állatmodellünkben az alkalmazott kezelési sémák kapcsán kialakult haze stádiumait az 5. 
és 6. táblázat szemlélteti. 
Az „A” csoport kezelési sémáját alkalmazva, a NaOH okozta sérülést követően 
kialakuló haze vonatkozásban nem találtunk szignifikáns különbséget a kontroll (Ciloxan 
szemcsepp) és kezelt (Ciloxan, EDTA, cisztein és aprotinin kombinált szemcsepp) állatok 
között egyik posztoperatív kontroll napon sem (21. ábra). Mindkét kezelési séma 
vonatkozásában az első nap stádiumához képest viszonyított haze képződés szignifikánsan 
csökkent a követés minden egyes kontroll napján (7. táblázat). 
20. ábra A His-taget és MBP-t tartalmazó rekombináns PAI-2 fehérje 
expressziójának bizonyítása anti-PAI-2 antitest segítségével végzett 
immunoblottal [207]. 
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1. nap 3,33±0,49 3,33±0,33 1,00 
3. nap 2,67±0,62 2,50±0,23 0,286 
p** 0,025 0,004  
5. nap 2,17±0,31 2,00±0,37 0,822 
p** 0,013 0,002  
7. nap 1,83±0,40 1,83±0,40 0,771 
p** 0,001 0,001  
9. nap 2,00±0,58 1,67±0,33 0,930 
p** 0,025 <0,001  
11. nap 1,83±0,54 1,17±0,17 0,638 
p** 0,017 <0,001  
7. táblázat Súlyossági pontok a haze kialakulásában a kontroll, illetve a kezelt csoportban (A csoport). 
Magyarázat: † Átlag ± standard hiba, *Student-féle t-teszt (kontroll vs. kezelt csoport), **Student-féle t-teszt (1. nappal összehasonlítva) 









A „B” csoport kezelési protokollját alkalmazva a haze súlyossága a kontroll (Ciloxan 
szemcsepp) csoportban jelentősebb volt, mint a Ciloxan és rekombináns PAI-2 fehérjével 
lokálisan kezelt szemek esetében. A haze súlyossága statisztikailag (Student-féle t-teszt) 
21. ábra Haze súlyossága az „A” csoportban (Kezelt szem: Ciloxan+EDTA+cisztein+aprotinin kezelés; Kontroll 
szem: Ciloxan kezelés). [Forrás: saját készítésű ábra] 
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szignifikánsan különbözött a kezelést követően az első (p=0,042) és a 11. posztoperatív 
napokon (p=0,042) (22. ábra). A kialakult haze mértéke szignifikánsan csökkent az első 
posztoperatív naphoz viszonyítva a sérülést követő napokban mind a kontroll, mind a kezelt 








1. nap 3,83±0,17 3,00±0,26 0,042 
3. nap 3,00±0,26 2,00±0,37 0,076 
p** 0,004 0,012  
5. nap 2,17±0,17 1,67±0,21 0,076 
p** <0,001 0,002  
7. nap 1,83±0,17 1,50±0,34 0,363 
p** 0,031 0,001  
9. nap 1,83±0,17 1,17±0,40 0,102 
p** 0,031 0,002  
11. nap 1,83±0,17 1,00±0,37 0,042 
p** 0,031 <0,001  
8. táblázat Súlyossági pontok a haze kialakulásában a kontroll, illetve a kezelt csoportban (B csoport). Magyarázat: † Átlag±standard 
hiba, *Student-féle t-teszt (kontroll vs. kezelt csoport), **Student-féle t-teszt (1. nappal összehasonlítva)  





22. ábra Haze súlyossága a „B” csoportban (Kezelt szem: Ciloxan + PAI-2 kezelés; Kontroll 
szem: Ciloxan kezelés) [Forrás: saját készítésű ábra]. 
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Az "A" és "B" csoport kezelt szemeinek vonatkozásában a haze stádiumait alapul véve, 
minden egyes kontroll napon tisztább szaruhártyákat találtunk a Ciloxan és PAI-2 lokális 
szemcsepp kezelés esetén, szemben a Ciloxan/EDTA/cisztein/aprotinin szemcsepp kombinált 
kezelésével. Statisztikailag szignifikáns különbség a haze vonatkozásban nem volt kimutatható 
az "A" és a "B" kontrollcsoportjainak összehasonlításakor. 
Egyetlen kivételtől eltekintve teljes reepitelizációt figyeltünk meg a kezelést követő 3. 
napon belül, mindkét kísérleti modell csoportban ("A" és "B" csoportok). Az egyetlen kivétel 
egy kontroll szem volt, ahol az epitél teljes regenerációja az 5. napra következett be. A kísérleti 




4.2 Diabéteszes retinopátia szűrése kapcsán elért eredményeink 
4.2.1 Fehérjekoncentráció mintázat analízise II-es típusú cukorbetegek 
könnymintáiban 
A könny proteomban bekövetkező változások megismerése érdekében 119 II-es típusú 
diabéteszes páciensünk 150 könnymintáját vizsgáltuk a diabéteszes retinopátia (DR) súlyossága 
szerinti csoportbontásban, az alábbiak szerint: nincs-DR (50 könnyminta); nem-proliferatív DR 
(50 könnyminta); proliferatív DR (50 könnyminta) áll fenn. Kontrollként 26 egészséges 
önkéntes könnymintáit analizáltuk "poolozva" (egy könnymintaként). 
A könnyminták összfehérje koncentrációja súlyosabb DR esetén (nem proliferatív - és 
proliferatív DR) alacsonyabb (23. ábra). Egyénre vonatkoztatva a könnyfehérje koncentrációk 
jelentősen eltérnek a DR csoporton belül, azonban a normál és proliferatív, valamint a normál 
és a nem proliferatív csoportok között szingnifikáns különbség mutatható ki (p<0,05). 
23. ábra A könnyminták átlagos fehérjekoncentrációja.Az összegyűjtött könnyminták fehérje koncentrációját Bradford módszerrel mértük. 
Jelmagyarázat: H: egészséges kontrollcsoport, N: normál csoport, NP: nem proliferatív csoport, P: proliferatív csoport.  
A **p<0,05 értéket jelez. [139] 
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4.2.1.1 Könnyfehérjék azonosítása 
 
Tömegspektrometriás analízis során a könny mintákban levő fehérjék azonosítására 
ProteinPilot 2.0.1 verziójú szoftverbe implementált ProGroup algoritmust használtuk. A 
legalább 95%-os megbízhatósággal azonosítható fehérjéket alapul véve, így összesen 53 
fehérjét tudtunk azonosítani, melyből 50-et több mint 99%-os megbízhatósággal (9. táblázat). 
 







1 Actin ACTG_HUMAN P63261 99 
2 Alcohol dehydrogenase 6 ADH6_HUMAN P28332 96 
3 Alpha-1-acid glycoprotein 1 A1AG1_HUMAN P02763 99 
4 ANKRD26-like family C member 1B POTEF_HUMAN A5A3E0 99 
5 Bactericidal/permeability-increasing protein-like 1 BPIL1_HUMAN Q8N4F0 99 
6 Beta-2-microglobulin B2MG_HUMAN P61769 99 
7 Clusterin CLUS_HUMAN P10909 99 
8 Collagen alpha-1(XXV) chain COPA1_HUMAN Q9BXS0 99 
9 
Constitutive coactivator of PPAR-gamma-like 
protein 1 
F120A_HUMAN Q9NZB2 99 
10 C-type lectin domain family 4 member F CLC4F_HUMAN Q8N1N0 99 
11 Cystatin-C CYTC_HUMAN P01034 99 
12 Cystatin-S CYTS_HUMAN P01036 99 
13 Cystatin-SA CYTT_HUMAN P09228 99 
14 Cystatin-SN CYTN_HUMAN P01037 99 




16 Extracellular glycoprotein lacritin LACRT_HUMAN Q9GZZ8 99 
17 Haptoglobin HPT_HUMAN P00738 99 
18 Ig alpha-1 chain C region IGHA1_HUMAN P01876 99 
19 Ig alpha-2 chain C region IGHA2_HUMAN P01877 99 
20 Ig gamma-1 chain C region IGHG1_HUMAN P01857 99 
21 Ig heavy chain V-III region HV305_HUMAN P01766 99 
22 Ig kappa chain C region IGKC_HUMAN P01834 99 
23 Ig kappa chain V-III region KV313_HUMAN P18136 99 
24 Ig kappa chain V-IV region KV403_HUMAN P06313 99 
25 Ig lambda chain C regions LAC_HUMAN P01842 99 
26 Ig lambda chain V-IV region Hil LV403_HUMAN P01717 99 
27 Ig mu chain C region IGHM_HUMAN P01871 99 
28 Immunoglobulin J chain IGJ_HUMAN P01591 99 
29 Immunoglobulin λ-like polypeptide 1 IGLL1_HUMAN P15814 99 
30 Lactotransferrin TRFL_HUMAN P02788 99 
31 Lipocalin-1 LCN1_HUMAN P31025 99 
32 Lysozyme C LYSC_HUMAN P61626 99 
33 Mammaglobin-B SG2A1_HUMAN O75556 99 
34 Neutrophil defensin 1 DEF1_HUMAN P59665 99 
35 Neutrophil gelatinase-associated lipocalin NGAL_HUMAN P80188 99 
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36 Polymeric immunoglobulin receptor PIGR_HUMAN P01833 99 
37 Prolactin-inducible protein PIP_HUMAN P12273 99 
38 Proline-rich protein 1 PRP1_HUMAN P04280 99 
39 Proline-rich protein 4 
Protein bassoon 
PRB4_HUMAN P10163 99 
40 BSN_HUMAN Q9UPA5 99 
41 Protein S100-A7 S10A7_HUMAN P31151 99 
42 Protein S100-A9 S10A9_HUMAN P06702 99 
43 Putative lipocalin 1-like protein 1 LC1L1_HUMAN Q5VSP4 99 
44 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase gamma PTPRG_HUMAN P23470 96 
45 Retinol dehydrogenase 14 RDH14_HUMAN Q9HBH5 99 
46 Secretoglobin family 1D member 1 SG1D1_HUMAN O95968 99 
47 Serum albumin ALBU_HUMAN P02768 99 
48 Sodium-dependent phosphate transporter 2 S20A2_HUMAN Q08357 98 
49 Transcobalamin-1 TCO1_HUMAN P20061 99 
50 Uncharacterized protein C10orf71 CJ071_HUMAN Q711Q0 99 
51 Uncharacterized protein UNQ773/PRO1567 ZG16B_HUMAN Q96DA0 99 
52 Vacuolar protein sorting-associated protein 13C VP13C_HUMAN Q709C8 98 
53 Zinc-alpha-2-glycoprotein ZA2G_HUMAN P25311 99 
9. táblázat A könnyben több mint 95%-os megbízhatósággal azonosított fehérjék, névszerint listázva a SwissProt/Uniprot fehérje nevekkel 
és az azonosítás során kapott megbízhatósági százalékkal (Konfidencia %). Félkövér betűvel kiemelve a könnyben korábban még nem 
azonosított fehérjék [139]. 
 
Az Ig κ (kappa)-lánc V-III régió esetében számos szekvenciát azonosítottunk, mint 
például HIC (P18136), NG9 (P01621), POM (P01624) és VH (P04434), de csak egyiküket 
jegyeztük fel a 7. táblázatban, mint reprezentatív fehérje. Hasonlóan jártunk el az Ig κ-lánc V-
IV régiójában, ahol a B17 (P06314) és JI (P06313) szekvenciákat azonosítottuk [12], [13], 
[208]. 
A tömegspektrometriás mérések adatait ProteinPilot 2.0.1 szoftver segítségével 
kvantitatív szempontból is elemeztük. Azokat a fehérjéket vettük alapul a mennyiségi 
meghatározáshoz, amelyek megbízhatósága (konfidencia %) legalább 99%-os volt. Az 53 
azonosított fehérjéből 47-et kvantifikáltunk. Az adatokat statisztikai analízisnek vetettük alá; 
kiszámítottuk az átlagértékeket, és Mann-Whitney U-tesztet használtunk a csoportok közötti 
szignifikáns különbségek megállapítására. Néhány fehérje relatív mennyisége szignifikánsan 
magasabb volt proliferatív DR esetén, a nem proliferatív DR-hez viszonyítva. Cukorbeteg 
pácienseink könnymintáiban több mint 10%-ban 15 "jellemző" fehérje jelent meg, az általunk 
azonosított 53 fehérje közül, melyek relatív mennyisége a betegség progressziójával emelkedett 
(24. ábra és 10. táblázat). 
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Protein azonosító N vs NP NP vs P N vs P 
CYTS_HUMAN 0,01 0,637 0,009 
LACRT_HUMAN 0,385 0,01 <0,001 
IGHA1_HUMAN 0,854 0,168 0,115 
LAC_HUMAN 0,831 0,009 0,036 
TRFL_HUMAN 0,082 0,01 <0,001 
LCN1_HUMAN 0,076 0,003 <0,001 
LYSC_HUMAN 0,334 0,016 0,001 
SG2A1_HUMAN 0,559 0,021 0,007 
PIGR_HUMAN 0,481 0,79 0,568 
PIP_HUMAN 0,508 0,089 0,066 
PRP1_HUMAN 0,487 0,7 0,874 
PRB4_HUMAN 0,159 0,51 0,041 
SG1D1_HUMAN 0,013 0,008 <0,001 
ALBU_HUMAN 0,068 0,465 0,251 
ZA2G_HUMAN 0,083 0,808 0,107 
10. táblázat A 15 leggyakrabban előforduló fehérje és azok csoporton belüli megoszlása a diabéteszes retinopátia vonatkozásában. A 
táblázatban a normál és nem proliferatív (N vs NP), a nem proliferatív és proliferatív (NP vs P), illetve a normáls és proliferatív (N vs P) 
csoportok összehasonlításával kapott p értékeket tüntettük fel. Kiemelve szerepelnek a szignifikánsan eltérő értékek, ahol p<0,05 [139]. 
24. ábra A 15 leggyakrabban előforduló fehérje és azok csoporton belüli megoszlása a diabéteszes retinopátia 
vonatozásában. Minden olyan fehérje átlagéréke, amely a különböző csoportok mintáinak több mint 10%-ában 
jelen volt. [139] 
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Proliferatív DR esetén a lizozim C, mammaglobin B és lipofilin A relatív szintjei 
szignifikánsan magasabbak voltak a nem proliferatív DR, valamint a normál csoportokhoz 
viszonyítva. A PRB4 fehérje esetében szignifikáns növekedés csak a normál és proliferatív 
csoportok között volt kimutatható, míg a lipofilin A esetében a különbség minden csoportban 
szignifikánsnak bizonyult. A cisztatin S szint szignifikánsan megemelkedett a nem proliferatív 
DR csoportban a normál csoporthoz képest, valamint szignifikáns csökkenés volt kimutatható 
a nem proliferatív - és proliferatív DR csoportok között.  
Tekintettel arra, hogy a könny teljes fehérje tartalma proliferatív DR esetén 
szignifikánsan csökken, valamint a laktoferrin és lizozim C szintek a kor előrehaladtával 
hasonló tendenciát mutatnak, a munkacsoportunk által azonosított 15 fehérje koncentrációinak 
növekedése potenciális biomarkernek tekinthető a DR progressziójának a megítélésében [209]. 
 
4.2.1.2 GenesSpring analízis 
 
Mélyebb részletekbe hatoló adatelemzésünk során - az ún. microarray hibridizációs 
technikák során adatelemzésre alkalmazott - GeneSpring 7.3 szoftvert (Agilent  
Biotechnologies) alkalmaztuk. Azokat a változásokat vettük figyelembe, ahol legalább 
kétszeres változást tapasztaltunk a relatív fehérje mennyiségekben (25. ábra). 
 
25. ábra A könnyfehérjék expressziós változásainak analízise. 
(A) A Venn diagrammon ábrázolt fehérjék min. 2x értékre nőttek meg a vizsgált 
csoportok könnymintáiban. (B) GeneSpring analízissel kapott fehérjék expressziós 
mintázata és a fehérjék növekedését (C) ábrázoló diagram [139]. 
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A könny lakritin tartalma, a nem proliferatív DR csoport normál csoporttal történő 
összevetésében felére csökkent, míg 2,5x-es növekedése volt igazolható a proliferatív- és nem 
proliferatív DR csoport összehasonlításának vonatkozásában. Hasonló eredményeket 
figyelhettünk meg a normál és proliferatív csoportok összehasonlító elemzése során is (25. 
ábra). Az Ig λ lánc C régiója több mint 3x növekedést mutatott amikor a normál és nem 
proliferatív DR, valamint a nem proliferatív- és proliferatív DR csoportok összehasonlítását 
végeztük. Szignifikáns különbség volt kimutatható a laktotranszferrin és lipokalin-1 esetében a 
normál és proliferatív DR csoportok között, mindkét fehérje esetében több mint 2x-es 
növekedés (25.ábra B és C részei) volt megfigyelhető. A GeneSpring analízis mellett, manuális 
elemzéssel a lipofilin A és lizozim C esetében is több mint 2x-es változás volt kimutatható a 
proliferatív DR és normál csoportok összehasonlításakor, valamint az Ig λ lánc C régiója 




4.2.1.3 ROC analízis diabéteszes retinopátia potenciális biomarkereinek kutatásához 
 
 
A ProteinPilot 2.0.1. által generált adatok, viszonyított relatív könnyfehérje 
mennyiségek egészéges kontrollokhoz viszonyítva. Nem szolgáltatnak információt azonban 
annak vonatkozásában, hogy az adott fehérje potenciális biomarkerként alkalmazható-e. Annak 
érdekében, hogy felkutassuk a lehetséges biomarkereket ROC analízist végeztünk, és 
kiszámoltuk a görbék alatti területeket (Area Under the Curve, AUC). Az 1-et megközelítő 
AUC érték jól használható biomarkerre utal, míg a 0,5-ös értéket közelítő adat azt jelzi, hogy a 
vizsgált elem nem megfelelő biomarker. 
Elemzéseink során referencia alapunk a normál csoport volt, tekintettel arra, hogy ezen 
csoportba tartozó páciensek cukorbetegek, azonban nem mutatnak DR-ra jellemző szemfenéki 
elváltozásokat (non- invazív vizsgáló módszerekkel). A ROC elemzés során a normál és 
proliferatív DR, a normál és nem proliferatív DR, valamint a nem proliferatív- és proliferatív 
DR csoportokat hasonlítottuk össze (26. ábra). 
A ROC analízis 0,6-nál magasabb AUC értéket mutat az Ig λ-lánc C régiója és lipokalin-
1 esetében a normál és nem proliferatív DR csoportok összehasonlításakor, valamint a lakritin, 
laktotranszferrin és lipokalin-1 esetében a nem proliferatív- és proliferatív DR csoportok 
összehasonlítása esetén. 
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A legmagasabb AUC értékeket a lipokalin-1 (AUC: 0,71) és a laktotranszferrin (AUC: 
0,71) esetében kaptuk. A ROC analízis eredménye azt mutatta, hogy a normál és a proliferatív 
DR csoportok közötti különbség jelentősebb, mint bármely más vizsgált csoport közti 
különbség. Eredményeink azt is igazolták, hogy a csoportok közti differenciálás megbízhatóbb, 
amennyiben több biomarkert vizsgálunk. 
 
26. ábra A lehetséges biomarkerek pontosságbecslése ROC görbe analízissel, valamint a szenzitivitás és az 1-specificitás érték összevetése 
minden lehetséges könnyfehérje biomarkernél. 
(A) ROC analízis N és P csoportok között. (B) ROC analízis N és NP csoportok összevetésében. (C) ROC analízis NP és P csoportokra. (D) 
Az egyes analízisek során számolt AUC értékek, félkövérrel a 0,6-nál nagyobb értékek kiemelve. 




4.2.2 Gépi tanulórendszerek a diabéteszes retinopátia szűrésében 
A DR gépi tanulórendszerekkel történő szűréséhez, az informatikai rendszer által 
legkönyebben körülhatárolható, mikroaneurizma (MA) azonosításának gépi tanuló 
algoritmusát használtuk. A gépi tanulás során a képelemekhez sajátságvektorokat rendeltünk, 
ahol az egyes sajátságokat (skalár értékeket) többnyire szélesebb körben is használt sajátság 
kinyerőkkel határoztuk meg. Az egyes sajátságok redundanciáját, relevanciáját, többváltozós 
statisztikai módszerekkel (pl.: faktor/regresszió analízissel) ellenőriztük, illetve olyan tanuló- 
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és osztályozó algoritmusokat alkalmaztunk (pl.: SVM), amely figyelmen kívül hagyta a kevésbé 
releváns sajátságokat. 
Képfeldolgozás alapú döntéshozó rendszerünk a megbízhatóbb eredményesség és jobb 
reprodukálhatóság érdekében egyféle elváltozás felismerésére fókuszált. Az automata előszűrés 
működési elveként az igen/nem (DR/nincs-DR) döntéshozó mechanizmust alkalmaztuk. Durva 
közelítéssel azt mondhatjuk, hogyha a képfeldolgozó eljárás alkalmazása során a szemfenéki 
képen az algoritmus nagy biztonsággal MA-t detektált, akkor a szoftver a vizsgált képet a DR 
csoportba sorolta. Ezen csoportba kerültek továbbá azon képek is, melyeket az algoritmus 
valamilyen ok miatt nem tudott az egészséges csoportba sorolni, azaz kétesnek ítélt valamilyen 
ok miatt (pl. nem megfelelő képminőség). A képelemzés automatizálásának biztonsága 
érdekében ez utóbb ismertetett döntéshozatali mechanizmus kiemelkedően fontos. 
4.2.3 Könnyproteomikai alapú tanuló algoritmusok eredményei 
A klasszikus statisztikai módszerekkel azonosított hat marker könnyfehérjét bemeneti 
adatként használva, az általunk alkalmazott tanuló algoritmusok közül a leghatékonyabbnak az 
Rpart bizonyult. A tanuló algoritmusok inputjaként alkalmazott hat könnyfehérje (lipokalin 1, 
laktotranszferrin, lakritin, lizozim C, lipofilin A, Ig λ-lánc) azonosítása a 34 vizsgált 
könnyfehérje közül statisztikai hipotézis vizsgálat segítségével történt. A fehérje adatok 
normalitásának Shapiro-Wilk próbával történő vizsgálata során beigazolódott, hogy azok nem 
normális eloszlásból származtak, így Kruskal-Wallis tesztet végeztünk azon fehérjék 
azonosítására, amelyek szignifikánsan eltérő koncentráció-értékekkel rendelkeznek a vizsgált 
csoportokban. Olyan esetekben, ahol az azonos fehérje koncentrációt feltételező nullhipotézist 
elvetettük, Mann-Whitney tesztet futtattunk a megfelelő párokra. A hipotézisvizsgálat 
eredményeként előállt szignifikánsan eltérő fehérjekoncentrációk esetén „fold change” szűrést 
alkalmaztuk, így azok a fehérjék kerültek be az eredmény halmazba és kerültek potenciális 
markerként azonosításra, ahol a „fold change” érték ≥2 volt. Vizsgálatainkat elvégeztük a 
klasszikus statisztikai analízis segítségével kapott hat fehérje marker, majd a teljes fehérje panel 
koncentráció értékeinek felhasználásával is. 
A 11. táblázat összefoglalva szemlélteti az általunk alkalmazott tanuló algoritmusokat 
és azok teljesítmény mutatóit: Support Vector Machine (SVM), Recursive Partitioning (Rpart), 
Random Forest (randomForest), Naive Bayes (naiveBayes), Logistic Regression (logReg), K-
Nearest Neighbor (k-NN). 
Felépített modelljeink alapján az Rpart osztályozón alapuló eljárás teljesítménye 
felülmúlta az összes többi vizsgált modell teljesítményét. Ugyan az Rpart osztályozóval 
szemben a NaivBayes osztályozó szenzitivitási értéke sokkal magasabbnak bizonyult (0,80; 
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naiveBayes/marker), specificitás értéke azonban rendkívül alacsonyan maradt (0,38). Az Rpart 
osztályozó legfontosabb eredményei az alábbiak: 0,74 szenzitivitás, 0,48 specificitás és 0,65 
pontosság Rpart/marker esetén. 
Hipotézisünk volt, hogy a könnyben proteomikai módszerekkel azonosított teljes 
könnyfehérje mintázat tartalmaz olyan információkat, amely tovább erősítheti a kiválasztott hat 
marker fehérje alkalmazásával elérhető teljesítményt. Vizsgálataink során végzett 
főkomponens analízis (Principal Components Analysis, PCA) alkalmazásával csökkenthető a 
bemeneti adatmennyiség úgy, hogy megőrizhető a teljes adathalmazban megtalálható 
információ nagy része, miközben az ezen alapuló modell teljesítménye jelentősen nem változik. 
 
 
Modell Dataset SENS SPC ACC PREC NPV F1 LRP LRN 
naiveBayes Orig 0,699 0,419 0,622 0,760 0,346 0,728 1,203 0,719 
 Marker 0,800 0,387 0,506 0,346 0,827 0,483 1,306 0,516 
 Pca 0,673 0,337 0,449 0,337 0,673 0,449 1,015 0,971 
kNN Orig 0,671 0,500 0,667 0,981 0,036 0,797 1,342 0,658 
 Marker 0,669 0,500 0,667 0,990 0,019 0,798 1,338 0,662 
 Pca 0,664 0,308 0,635 0,914 0,077 0,769 0,960 1,091 
logReg Orig 0,692 0,385 0,590 0,692 0,385 0,692 1,125 0,800 
 Marker 0,662 0,308 0,603 0,827 0,154 0,735 0,956 1,100 
 Pca 0,662 0,000 0,654 0,981 0,000 0,791 0,662 ∞ 
randomForest Orig 0,693 0,448 0,647 0,846 0,250 0,762 1,256 0,685 
 Marker 0,692 0,410 0,622 0,779 0,308 0,733 1,174 0,750 
 Pca 0,675 0,364 0,609 0,798 0,231 0,731 1,060 0,894 
Rpart Orig 0,708 0,472 0,654 0,817 0,327 0,759 1,342 0,618 
 Marker 0,740 0,481 0,654 0,740 0,481 0,740 1,426 0,540 
 Pca 0,694 0,438 0,641 0,827 0,269 0,754 1,233 0,701 
SVM Orig 0,665 0,000 0,660 0,990 0,000 0,795 0,665 ∞ 
 Marker 0,662 0,000 0,654 0,981 0,000 0,791 0,662 ∞ 
 Pca 0,662 0,000 0,654 0,981 0,000 0,791 0,662 ∞ 
11. táblázat Hat különböző tanuló eljárás teljesítmény mutatóinak összehasonlítása. 
A hat osztályozó értékelése során alkalmazott teljesítményindikátorok a különböző inputok elemzése során a globális proteomikai 
mintázat, a könnyből azonosított 6 marker fehérje és a főkomponens-analízis alkalmazása esetén. 
Jelmagyarázat: Orig - teljes adathalmaz; Marker - csak a hat marker fehérje; Pca - PCA által transzformált adatok. SENS - szenzitivitás; 
SPC - specificitás; ACC - pontosság; PREC - pozitív prediktív érték; NPV - negatív prediktív érték; F1 - F-érték; LRP - pozitív 
valószínűségi hányados; LRN - negatív valószínűségi hányados [210]. 
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A meghatározott teljesítmény mutatókban szignifikáns különbséget nem tudtunk 
kimutatni, amennyiben modellünket az általunk kiválasztott 6 fehérje markerre építettük fel, 
illetve ha a főkomponens-analízissel redukált adathalmaz segítségével történt a modell alkotás; 
szemben azzal, amikor a teljes proteomikai panelt használtuk. 
A főkomponens-analízis során kapott első két főkomponens hordozta a teljes 
fehérjepanel-koncentráció értékek varianciájának 22%-át, így ezt a redukált adathalmazt 
használtuk ebben az esetben a modellépítésre. A 11. táblázat eredményeit tovább elemezve 
látható, hogy az első két főkomponens megtartása esetén a modell teljesítménye érdemileg nem 
változik. A két főkomponens az egyes fehérjékhez tartozó értékek lineáris kombinációjával, 
azaz a már meglévőkből újonnan definiált változókból kerül ki. Az adatok megjelenítése 
érdekében elkészítettük az első két főkomponens szórásdiagramját (27. ábra), amely 




A vizsgált adathalmaz változói között található összefüggéseket tovább elemeztük. A 
korrelációs értékek sűrűségfüggvényeit adtuk meg a független változók (fehérje koncentráció 
értékek), valamint a független változók és a kimeneti változók (DR/nem DR) között. 
Elemzéseink azt mutatták, hogy a független változók és a független változók/kimenet közötti 
korreláció nagyon alacsony [210]. 
27. ábra A valószínűségi változó sűrűségfüggvénye. Bal oldal: a független változók közötti korrelációs értékek 
sűrűségfüggvénye. Jobb oldal: a független változók és a kimeneti változók közötti korrelációs értékek 
sűrűségfüggvénye [210]. 
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Választ kerestünk arra, hogy a tanuló adathalmaz méretének növelése milyen hatást 
gyakorol a modellek teljesítményére. A kiértékeléséhez minden egyes modell esetén 
elkészítettük a tanulási görbéket (28. ábra), melyek az egyes modellekre engedtek rálátást; 





A tanulási görbék segítségével ábrázolható a különböző méretű tanulóhalmazok mellett 
kapott tanulási és tesztelési lépés során tapasztalható hiba. Az SVM és az Rpart algoritmusok 
esetében jelentős a távolság a tanuló- és a teszt halmaz esetén tapasztalt hibaszázalékok között, 
ami arra utal, hogy ezen osztályozók alkalmazása esetén a szórása nagy, azaz a modell 
teljesítménye fokozható a tanuló adathalmaz méretének növelésével. A Logreg és a naiveBayes 
osztályozók esetén modellünk túlságosan egyszerűnek bizonyult, számottevő különbséget nem 
láttunk a tanulási görbék között, valamint a tanuló- és teszthalmaz esetén is magas 
hibaszázalékot észleltünk. 
 




A fentiekben ismertetett könnyproteomikai, illetve MA detektorokra épülő rendszerek 
bemeneteit kombináltan felhasználni képes új modellt építettünk fel. Kutatásunk során ezen 
28. ábra Tanulási görbék. 
A Logistic Regression (Logreg), a Support Vector Machine (SVM), Recursive Partitioning (Rpart) és a Naive Bayes 
(naiveBayes) osztályozók tanulási görbéje különböző méretű adathalmazokra vonatkozóan [210] 
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három modell teljesítményét hasonlítottuk össze a 12. táblázatban. Az eredmények értékelése 
során látható, hogy az egy adattípusra alkalmazott modellek teljesítményének vonatkozásában 
a MA-detektor jobban teljesített a proteomikai alapú módszertannál. Pontosság tekintetében a 
kombinált módszertan felülmúlta mindkét egyéni modell teljesítményét. A MA-detektor 
specificitási mutatói jobbak voltak még a kombinált modellhez képest is. 
 
Szűrő eljárás  SENS SPC ACC PREC NPV F1 LRP LRN 
Képfeldolgozás Átlag 0,84 0,81 0,84 0,94 0,63 0,89 4,42 0,20 
 SD 0,11 0,04 0,10 0,13 0,11 0,11 2,36 0,11 
Proteomika Átlag 0,87 0,68 0,82 0,89 0,63 0,88 2,72 0,19 
 SD 0,17 0,12 0,11 0,21 0,15 0,16 1,24 0,12 
Kombinált eljárás Átlag 0,93 0,78 0,89 0,93 0,78 0,93 4,23 0,09 
 SD 0,18 0,19 0,15 0,23 0,22 0,18 1,32 0,07 
12. táblázat A három modell teljesítmény mutatóinak összefoglalása 
A képfeldolgozás, a proteomikai, illetve a kombinált szűrőeljárás teljesítmény mutatóinak bemutatása. Jelölések: SENS-szenzitivitás; 
SPC-specificitás; ACC-pontosság; PREC-pozitív prediktív érték; NPV-negatív prediktív érték; F1-F-érték; LRP-pozitív valószínűségi 
hányados; LRN-negatív valószínűségi hányados [210]. 
 
Informatikai rendszer alapú MA modellünk teljesítmény mutatói: szenzitivitása 0,84; 
specificitása 0,81. Proteomikai adatokra épülő modellünk teljesítmény mutatói: szenzitivitása 
0,87; specificitása 0,68. A kombinált eljárás teljesítménye mindkét modellünk teljesítményét 
meghaladta, teljesítmény mutatói: szenzitivitása 0,93; specificitása 0,78. 
 
 
4.2.4 Potenciálisan alkalmazható új vizsgáló eljárások a diabétesz okozta 
retinopátia szemszövődmények szűrésében 
 
4.2.4.1 In vivo konfokális cornea mikroszkópia 
 
 
Diabéteszes pácienseink kiindulási vizsgálatának klinikai adatait a 13. táblázat 
összefoglalva szemlélteti. Statisztikailag szignifikáns eltérés nem volt kimutatható a betegek 
átlagéletkorában az I-es típusú diabéteszes betegek (T1DM), és a kontrollcsoportok 
összehasonlításakor (p=0,08). Az T1DM betegek csoportjában a páciensek megoszlása a DR 
vonatkozásában az alábbiak szerint alakult: 15 páciensnél nincs DR-ra utaló jel, DR-2-es 
stádium 2 páciens, DR-3-as stádium 1 esetben, és DR-4-es stádium 7 páciensünk esetében volt 
diagnosztizálható. A retinopátiás betegek csoportjában 9 esetben (átlag életkor: 31,26±4,52) 
történt pánretinális lézerkezelés. 
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T1DM betegek 
   p 
 DR nélkül DR  









































Hipertenzió 0/18 3/10 0,505 
Mikroalbuminúria 0/18 2/10 0,478 
13. táblázat I-es típusú diabéteszes betegeink (retinopátiás és nem retinopátiás) klinikai adatai és azok összehasonlítása. 
Magyarázat: Átlag±SD (95%-os megbízhatósági tartomány) [177]. 
 
 
A szaruhártya sejtek vizsgálata során statisztikailag szignifikánsan alacsonyabb volt a 
T1DM páciensek bazális epitél (p<0,001) és endotél (p=0,001) sejtszáma a kontrollcsoporthoz 
viszonyítva (29. ábra és 14. táblázat). A poszterior strómában a keratocita sejt sűrűséget 
szignifikánsan magasabbnak találtuk (p=0,001) az T1DM betegek esetén a kontrollcsoporttal 
összehasonlítva. A bazális epitélium- (p<0,0001) és az endotél (p=0,02) sejtsűrűség 
szignifikánsan alacsonyabbnak, míg a keratocita sejt sűrűség (p=0,02) magasabbnak bizonyult 
a retinopátia nélküli T1DM betegeknél a kontroll személyekkel összehasonlítva. Az epitél- 
(p=0,04) és az endotél (p=0,004) sejtsűrűség a retinopátiás T1DM esetén szignifikánsan 
alacsonyabbnak bizonyult a nem retinopátiás T1DM páciensekkel összehasonlítva. 
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29. ábra Bazális epitél sejtszám (A), keratocita sejt sűrűség (B) és az endotél sejtszám (C) értékei mm2-re vonatkoztatva a kontroll, a nem 
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p†  0,02 0,004  
14. táblázat A szaruhártya mikrostruktúrális változásainak az összehasonlítása egészséges személyek, retinopátiás és nem retinopátiás 
T1DM páciensekkel.  
Magyarázat: Átlag ± SD (95%-os megbízhatósági tartomány). * ANOVA analízis a 3 csoport összehasonlítására. † Post hoc analízis 
eredménye az egészséges kontrollcsoport és a nem retinopátiás T1DM páciensek összehasonlítására, valamint a retinopátiás és a nem 
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30. ábra ACCMetrics szoftverrel kiértékelt képek a subbazális idegkötegekről. Egészséges egyén idegrost hálózata (A) összehasonlítva 
egy (B) 10 éve (HbA1C: 9,8%) fennálló T1DM beteg idegrost hálózatával retinopátiás elváltozások nélkül és egy (C) 27 éve (HbA1C: 




Statisztikailag szignifikáns eltérést találtunk a szaruhártya idegrostréteg változásainak 
vizsgálata során az NFD (p=0,004), az NBD (p=0,004), az NFL (p=0,001) és a TBD (p=0,04) 
paraméterekben az T1DM betegek és a kontroll személyek között (30-31. ábrák, 15. táblázat). 
A NFA érékeit tekintve nem találtunk szignifikáns eltérést a 3 csoport összehasonlításakor 
(p=0,144). Szignifikánsan magasabb NFW értéket (p=0,04) találtunk azonban az T1DM esetén 
a kontrollal összevetve. Post-hoc analízissel az NFD értékeiben nem találtunk eltérést 
(p=0,256), de alacsonyabb NBD (p=0,02) és NFL (p=0,04) értékeket találtunk a nem 
retinopátiás T1DM esetén a kontrollokkal összehasonlítva. Az NFD (p=0,003), az NBD 
(p=0,001), az NFW (p=0,03) és a TBD (p=0,05) értékek szignifikánsan alacsonyabbnak 
bizonyultak retinopátiás T1DM betegek esetén a kontrollokhoz képest. Az NFD (p=0,03) 
értékekben is szignifikáns eltérést találtunk a retinopátiás és a nem retinopátiás T1DM 
pácienseket összehasonlítva. 
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DR nélkül (n=18) DR (n=10) 
 
Idegrost/mm2 (NFD) 
16,92±5,61 12,79±7,72 6,13±5,37 
0,004 
(13,15-20,69) (8,82-16,76) (2,00-10,26) 
p†  0,256 0,003  
Fő idegrostok elágazódási 27,24±17,82 13,04±7,59 8,74±11,00 
0,004 
pontjai/mm2 (NBD) (15,27-39,22) (8,99-17,09) (0,28-17,19) 
p†  0,02 0,682  
Idegsejtek teljes hossza 13,30±2,27 10,28±3,85 7,65±2,13 
0,001 
(mm/mm2) (NFL) (11,78-14,83) (8,36-12,19) (6,01-9,28) 













p†  0,086 0,804  
Idegrostok teljes területe 0,0064±0,0021 0,0054±0,0013 0,0049±0,0017 
0,144 
(NFA) (mm2/mm2) (0,0045-0,0082) (0,0045-0,0061) (0,0036-0,0063) 
p†  0,272 0,801  
Átlagos idegrost szélesség 0,0224±0,0011 0,0234±0,0024 0,0252±0,0033 
0,04 
(mm/mm2) (NFW) (0,0215-0,0236) (0,0223-0,0247) (0,0210-0,0282) 
p†  0,564 0,147  
15. táblázat A szubbazális idegi plexus morfológiájának összehasonlítása az egészséges kontrollok, a retinopátiás és nem retinopátiás I-es 
típusú diabéteszes betegekkel összehasonlítva. 
Magyarázat: Átlag ± SD (95%-os megbízhatósági tartomány). * ANOVA analízis a 3 csoport összehasonlítására. † Post hoc analízis 
eredménye az egészséges kontrollcsoport és a nem retinopátiás T1DM páciensek összehasonlítására, valamint a retinopátiás és a  nem 
retinopátiás I-es típusú diabéteszes betegek összehasonlítására [177]. 
31. ábra A kontrollcsoport, a retinopátiás és nem retinopátiás I-es típusú diabéteszes betegek idegrostrétegeinek összehasonlítása. (A) az 
idegrost sűrűség (NFD), (B) az idegelágazódás sűrűsége (NBD), (C) az idegrost területe, (D) az idegrost hosszúsága (NFL), (E) a teljes 
idegelágazódások sűrűsége (TBD) és (F) az idegrost szélességének ábrázolása a három vizsgálati csoportban [177]. 
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A retinopátiás T1DM pácienseknél szignifikáns fordított korrelációt véltünk felfedezni 
az NFD (r=-0,428; p=0,029) és az NFL (r=-0,387; p=0,046) értékekben. Az T1DM betegek 
szérum koleszterinszintje fordított korrelációban áll az NFL (r=-0,511; p=0,025) és az NFW 
(r=-0,450; p=0,047) értékekkel. A cukorbetegség fennállása, a HbA1c, a szérum triglicerid, a 
HDL koleszterin és az eGFR értékeket összevetve a morfológiai elváltozásokkal azonban nem 
tudtunk szignifikáns korrelációt kimutatni (p>0,05). 
 
 
4.2.4.2 In vivo konfokális cornea mikroszkópia, követéses vizsgálat 
 
 A diabéteszes betegek legfontosabb klinikai és metabolikus jellemzőit a 16. táblázat 
foglalja össze. A totális koleszterol szint szignifikánsan csökkent a DR csoportban (p=0,04), 
amíg a trigliceridek, HDL koleszterol, eGFR, vérnyomás és microalbuminuria nem mutatott 















Diabétesz fennállása (év)       
Átlag 6 9  22 24  
± szórás 3 3  7 7  
HbA1c (%)   0,278   0,894 
Átlag 7,82 8,14  8,29 8,43  
± szórás 1,09 1,22  0,93 2,05  
(95% KI) (7,1-8,5) (7,4-8,9)  (7,4-9,2) (6,5-10,3)  
Koleszterol (mmol/L)   0,123   0,042 
Átlag 4,03 4,37  5,23 5,10  
± szórás 0,51 0,73  0,59 1,35  
(95% KI) (3,7-4,4) (3,9-4,9)  (4,3-6,2) (1,7-8,5)  
Trigliceridek (mmol/L)   0,067   0,317 
Átlag 0,83 0,73  2,43 1,45  
± szórás 0,27 0,18  1,80 0,78  
(95% KI) (0,7-1,0) (0,6-0,9)  (-2,0-6,9) (-5,5-8,4)  
HDL koleszterol (mmol/L)   0,320   0,578 
Átlag 1,73 1,84  1,93 1,85  
± szórás 0,25 0,28  1,21 0,07  
(95% KI) (1,6-1,9) (1,7-2,0)  (-1,1-4,9) (1,2-2,5)  






 81,71 80,71  
± szórás  21,92 24,57  
(95% KI)  (61,4-101,9) (57,9-103,4)  
Hipertonia 0 0  2 2  
Inzulin pumpa használat 5 5  0 0  
Mikroalbuminuria 0 0  2 2  
16. táblázat A DR-ben nem szenvedő (NDR) és szenvedő (DR) diabéteszes csoport klinikai és metabolikus adatai az első vizsgálaton és a 2 
éves követés végén. NDR: DR-ben nem szenvedő csoport; DR: DR-ben szenvedő csoport; KI: konfidencia intervallum; #p érték: páros t-
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 Nem volt kimutatható jelentős változás az epitél, keratocita és endotél sejtszámban, 
valamint a centrális szaruhártya vastagságban a diabéteszes és kontrollcsoportok között (17. 
táblázat). Szintén nem állapítottunk meg szingifikáns eltérést a corneális idegrost morfológiai 
paraméterekben a DR-ban nem szenvedő T1DM betegek és az egészséges személyek között. A 
NFL szignifikánsan alacsonyabb értéket mutatott DR-ban szenvedő betegeknél, mint az 
egészségeseknél (p=0,002). A 2 éves követés alatt a NBD (p=0,03) és NTBD (p=0,04) 
szignifikánsan csökkent a NFA (p=0,08) és NFW (p=0,07) paraméterekkel együtt a DR-ban 
nem szenvedő betegeknél (32. ábra). A NFD (p=0,04) szintén szignifikánsan alacsonyabbnak 
adódott a DR-ban szenvedő betegek csoportjában (18. táblázat). A szérum trigliceridek 
fordítottan korreláltak a NFW értékével (r=−0,339, p=0,04), de nem volt szignifikáns 
összefüggés a diabétesz fennállása, a HbA1c, a HDL, és eGFR, valamint bármely corneális 


















 Epitél sejtsűrűség (sejt/mm2)  
Átlag 6248,33 6333,72 6514,74  6327,58 6048,71 5743,95 
± szórás 639,62 1290,25 877,19  650,76 671,17 772,87 
(95% KI) (5818,6-6678,0) (5513,9-7153,5) (5925,4-7104,1)  (5783,5-6871,6) (5428,0-6669,5) (5029,2-6458,7) 
p§, # 0,845§ 0,701#  0,894§ 0,446# 
 Keratocita sejtsűrűség (sejt/mm2)  
Átlag 475,73 414,62 466,40  385,00 439,38 472,40 
± szórás 168,97 115,21 140,48  70,14 148,27 105,18 
(95% KI) (362,2-5889,2) (337,2-492,0) (372,0-560,8)  (311,4-458,6) (302,3-576,5) (375,1-569,7) 
p§, # 0,334§ 0,356#  0,668§ 0,639# 
 Endotél sejtsűrűség (sejt/mm2)  
Átlag 2977,95 2980,48 2980,70  2384,50 2343,53 2652,37 
± szórás 406,53 292,12 490,10  442,18 445,26 464,62 
(95% KI) (2551,3-3404,6) (2736,3-3224,7) (2604,0-3357,4)  (1680,9-3088,1) (1790,6-2896,4) (2075,5-3229,3) 
p§, # 0,989§ 0,999#  0,429§ 0,315# 
 Centrális cornea vastagság (µm)  
Átlag 551,54 562,067 560,00  545,06 560,46 576,86 
± szórás 28,21 25,48 34,89  20,21 23,55 33,28 
(95% KI) (532,6-570,5) (545,8-578,3) (538,4-582,7)  (528,1-562,0) (538,7-582,2) (546,1-607,6) 
p§, # 0,358§ 0,907#  0,196§ 0,308# 
17. táblázat A szaruhártya sejtsűrűségei és vastagsága a diabéteszes és kontrollcsoportban a 2 éves követés elején és végén.  
KNDR: kontroll a DR-ben nem szenvedő csoporthoz (NDR); KDR: kontroll a DR-ben szenvedő csoporthoz (DR); KI: konfidencia 
intervallum; §p érték: Student t-próba az első vizsgálat során a diabéteszes és kontrollcsoport összehasonlítására; #p érték: páros t-próba 
az első és a követéses vizsgálat eredményeinek összehasonlítására [178]. 
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 Idegrost/mm2 (NFD) 
Átlag 13,97 10,81 10,76  16,93 14,58 6,60 
± szórás 7,36 11,09 9,26  4,45 7,36 3,59 
(95% KI) (9,0-18,9) (0,5-21,1) (1,0-20,5)  (13,2-20,7) (5,4-23,7) (2,8-10,4) 
p§, # 0,530 § 0,173#  0,485§ 0,043# 
 Fő idegrostok elágazódási pontjai/mm2 (NBD) 
Átlag 12,59 12,36 6,25  16,66 16,25 6,25 
± szórás 7,48 9,50 5,43  5,59 12,79 5,43 
(95% KI) (7,6-17,6) (3,6-21,2) (0,5-11,9)  (11,9-21,3) (0,4-32,1) (0,5-11,9) 
p§, # 0,196§ 0,029#  0,936§ 0,114# 
 Idegsejtek teljes hossza (mm/mm2) (NFL) 
Átlag 10,33 10,67 8,58  12,52 8,43 7,71 
± szórás 3,19 4,98 3,49  0,85 2,96 1,44 
(95% KI) (8,2-12,5) (6,1-15,3) (6,2-10,9)  (11,8-13,2) (5,7-11,2) (6,4-9,1) 
p§, # 0,494§ 0,153#  0,002§ 0,573# 
 Idegrostok elágazódási pontjainak teljes száma/mm2 (TBD) 
Átlag 28,50 28,82 20,36  31,44 21,73 20,83 
± szórás 12,93 14,44 10,67  10,64 13,28 12,15 
(95% KI) (19,8-37,2) (15,5-42,2) (13,2-7,5)  (22,5-40,3) (9,5-34,0) (9,6-32,1) 
p§, # 0,214§ 0,035#  0,140§ 0,898# 
 Idegrostok teljes területe (mm2/mm2) (NFA) 
Átlag 0,0047 0,0057 0,0047  0,0053 0,0046 0,0051 
± szórás 0,0020 0,0013 0,0012  0,0001 0,0017 0,0019 
(95% KI) (0,003-0,006) (0,005-0,007) (0,004-0,006)  (0,005-0,006) (0,003-0,006) (0,003-0,007) 
p§, # 0,160§ 0,086#  0,404§ 0,694# 
 Átlagos idegrost szélesség (mm/mm2) (NFW) 
Átlag 0,0235 0,0240 0,0260  0,0220 0,0240 0,0250 
± szórás 0,0028 0,0031 0,0038  0,0019 0,0031 0,0044 
(95% KI) (0,022-0,025) (0,021-0,027) (0,023-0,028)  (0,021-0,024) (0,021-0,028) (0,021-0,028) 
p§, # 0,839§ 0,074#  0,239§ 0,760# 
18. táblázat A szubbazális idegrost morfológia paraméterei a diabéteszes és egészséges csoportokban az első vizsgálat során és a követés 
végén. 
 KNDR: kontroll a DR-ben nem szenvedő csoporthoz (NDR); KDR: kontroll a DR-ben szenvedő csoporthoz (DR); KI: konfidencia 
intervallum; §p érték: Student t-próba az első vizsgálat során a diabéteszes és kontroll csoport összehasonlítására; #p érték: páros t-
próba az első és a követéses vizsgálat eredményeinek összehasonlítására [178]. 
 
 
32. ábra Az ACCMetrics szoftver által szegmentált és elemzett felvételek (piros: idegrostok; kék: elágazódások; zöld: elágazódási pontok). 
(A) Normális idegrost morfológia egy korazonos egészséges személynél; (B) Első vizsgálat során látott idegrost morfológia egy DR-ban 
nem szenvedő diabéteszes betegnél; (C) A 2 éves követés során látott csökkent idegrost morfológia ugyanazon személynél, ekkor már 
diabéteszes retinopátia kialakult.  
[Forrás: saját készítésű ábra] 
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4.2.4.3 Ultraszéles látószügű pásztázó lézer oftalmoszkópia 
 
  
Az ultaszéles látószögű lézer szkenning oftalmoszkóp (P200C AF) szűrés céljára - ARM 
és AMD - történő alkalmazhatósági vizsgálata érdekében kétlépcsős analízist végeztünk. Első 
lépésként a makula patológiás elváltozásait osztályoztuk; 121 szem (a képi adatbázis 10,56%-
a) fotódokumentációját elemeztük, melyeket egy képolvasó (Csutak Adrienne) analizált minden 
esetben, mind a hagyományos digitális képeken, mind a P200C AF képalkotó által készített 
képeken. A hagyományos digitális technikával készült képek közül kilenc kép nem volt 
alkalmas minőségileg az analízisre, míg az ultraszéles látószögű képek vonatkozásában ilyen 
probléma nem merült fel. 
A két képalkotó eljárás összehasonlítására a maradék 112 szem fundus 
fotódokumentációit használtuk. Végállapotú AMD esetében (19 szem) a két eljárás 
összehasonlításakor 96,43%-os egyezést (k=0,93) találtunk; a két képalkotó közti egyetlen 
eltérést, egy az ultraszéles látószögű képen CNV-ként, míg a hagyományos digitális képen 
drusenoid pigment epitél leválásként (PED) osztályozott szemfenéki kép eredményezte. Drusen 
kategóriában; a hagyományos digitális képek alapján 77 szemet, még a P200C AF képek 
osztályozása alapján 74 szemet soroltunk. A két képalkotó eljárás közti különbségért ebben a 
csoportban három szem volt a felelős, melyeket a P200C AF képalkotó alapján normálként 
osztályoztunk, 96,11% egyezéssel (k=0,00). Normál fundusképek összehasonlításakor nem 
találtunk eltérést a két modalitás elemzése között (16 szem). 
Második lépésként két független képolvasó (Pető Tünde és Csutak Adrienne) végzett részletes 
képelemzést az alábbi elváltozások vonatkozásaiban (5-5 fundusfotó): kemény drusen, GA, 
CNV, valamint puha drusen (6 fundusfotó). Az osztályozás alapjául a Nemzetközi 
Klasszifikáció szolgált. Az 19–21. táblázatokban ismertetjük a képolvasó által alkalmazott 
osztályozási kategóriákat, a pontos egyezéseket az alkalmazott két vizsgálóeljárás között, 
illetve a k-statisztikák eredményeit [183]. Tekintettel arra, hogy klinikailag releváns eltérés nem 
volt kimutatható a két képolvasó vizsgálati eredményei között, az általunk végzett részletes 
osztályozásokat egységesként kezeltük és a két képalkotó eljárást hasonlítottuk össze. Minden 
egyes vizsgált kategóriában jelentős volt az egyezés, a két képalkotó eljárás között, kivéve a 
kemény (<63 µm), a közepes méretű lágy (63-125 µm) drusenek, illetve a drusen által lefedett 
területek esetében. Ezen kategóriákban az egyezés enyhe - alacsony besorolású volt (19. 
táblázat). 
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 Zóna 1 Zóna 2 Zóna 3 


























95%, 95%, 95% 
κ=0,0, κ=0,0, κ=0,0 
NLΚ, NLΚ, NLK 













95%, 95%, 95% 
κ=0,0, κ=0,0, κ=0,0 
NLK, NLK, NLK 
100%, 100%, 95% 
NLK, NLK, κ=0,00 
NLK, NLK, 
p<0,0001 





Drusen > 500 µm 
(nagy, félkemény drusen 
különálló, szubkonfluens, 
konfluens) 
95%, 95%, 93% 
κ=0,0, κ=0,0, κ=-0,02 
NLK, NLK, p=0,59 





100%, 98%, 98% 
NLK, κ<0,01, κ=0,66 
NLK, p=0,5, 
p<0,0001 













 N/A N/A 












19. táblázat Az ultraszéles látószögű (200°) kamera fundusfotóinak összehasonlítása a hagyományos funduskamerák 45° -os látószögű 
képeivel. Magyarázat: NLK, nem lehetséges kiszámítani [183]. 
 
A képolvasók megbízhatósága mindkét képalkotó eljárás vonatkozásában erőteljes 
szignifikanciát mutatott, kivéve a kemény drusen (<63 µm) és a közepes méretű lágy drusen 
(63-125 µm) eseteit (20. táblázat). A képolvasó önmagához viszonyított megbízhatóságát úgy 
határoztuk meg, hogy az általa már vizsgált és osztályozott képeket újraelemezte a vizsgálati 
alkalmak között legalább 14 nap különbséggel. A képolvasó önmagához viszonyított 
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megbízhatósága minden vizsgált kategóriában magas volt, kivéve a drusenek egyes eseteit (21. 
táblázat). Ezt az eltérést következetesen egy fundusfotó eredményezte, melyet az első 
osztályozás alkalmával maga a képolvasó sem tartott megfelelő minőségűnek a képelemzésre. 
 
 Zóna 1 Zóna 2 Zóna 3 











Drusen 63-125 µm 














100%, 100%, 100% 
κ=1,0, κ=1,0, κ=1,0 
p<0,0001, p<0,0001, 
p<0,0001 
79%, 93%, 98% 
κ=0,08, κ=0,36, κ=0,84 
p=0,257, p=0,0079, 
p<0,0001 
71%, 91%, 95% 
κ=0,18, κ=0,61, κ=0,00 
p=0,02, p<0,0001, NLΚ 




100%, 100%, 100% 
κ=1,0, κ=1,0, κ=1,0 
p<0,0001, p<0,0001, 
p<0,0001 
100%, 100%, 95% 
NLΚ, NLΚ, κ=0,00 
NLΚ, NLΚ, NLΚ 
95%, 98%, 98% 
κ=0,0, κ=0,00, κ=0,00 
NLΚ, p=0,5, p=0,5 




100%, 100%, 97% 
κ=1, κ=1, κ=0,66 
p<0,0001, p<0,0001, 
p<0,0001 
100%, 95%, 91% 
NLΚ, κ= -0,024, κ= - 
0,018 
NLΚ, p=0,56, p=0,61 
100%, 98%, 93% 
NLΚ, κ=0,000, κ=0,00 
NLΚ, p=0,5, NLΚ 













 N/A N/A 












20. táblázat A képzelemzők gymáshoz viszonyított variabilitása, a tanulmányozott két képalkkotó eljárással készített fundusfotókon: az 
ultraszéles látszögű (200°) retinális képek és a hagyományos funduskamerák 45°-os képeinek vizsgálatakor.  
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 Zóna 1 Zóna 2 Zóna 3 











Drusen 63-125 µm 
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21. táblázat A képzelemző önmagához viszonyított variabilitása a tanulmányozott két képalkotó eljárással készített fundusfotókon: az 
ultraszéles látszögű (200°) retinális képek és a hagyományos funduskamerák 45°-os képeinek vizsgálatakor.  Magyarázat: NLK: nem 
























A szem törőerejének veleszületett, vagy szerzett hibája igen gyakori, az európai 25 és 
90 év közötti lakosság körében. Megoszlását tekintve több mint 30%-a rövidlátó, kb. 25%-a 
távollátó és kb. 24%-a szenved asztigmiás fénytörési hibában. A miópia különösen a fiatal 
felnőttek körében gyakori, becslések szerint Európában 227,2 millió ember rövidlátó [75], 
[211]. A fénytörési hibák korrekciójára legyen az szemüvegrendelés, kontaktlencse illesztés 
vagy valamilyen típusú műtéti beavatkozás rendkívül nagy az igény. Tekintettel arra, hogy a 
műtétek szinte "egészséges", mindössze refraktív fénytörési hibával rendelkező szemeken 
történnek, felmerülő komplikáció kevésbé elfogadható, mint beteg szemek kezelése esetén. A 
szaruhártya refraktív lézerrel történő látásjavító műtéteinek térhódító emelkedése a 2001-es év 
körül elérte csúcsát [212], az elvégzett beavatokozások aránya LASIK vs. PRK vonatkozásában 
országonként is eltérő lehet. A fejlett országokban domináns kezelés a LASIK, mely napjainkra 
arányában csökkenő tendenciát mutat, míg a PRK kezelések számának visszaesése nem ennyire 
szembeötlő [212]. Kétségkívül, a piacon megjelenő egyéb technikai vívmányok (pl. Ortho-K 
lencse, speciális intraoculáris lencsék) a LASIK kezelések térhódítását visszaszorították. A 
PRK kezelés, eredményeit tekintve ugyanolyan biztonságosnak és hatásosnak tekinthető, mint 
a LASIK és bizonyos esetekben előtérbe is részesítendő választás (pl. egyes foglalkozások, 
profi sport, olyan életmód, ahol a lebeny elmozdulás kockázata magas). 
5.1 Könnyenzimek tanulmányozása a szaruhártya sebgyógyulási folyamataiban 
Refraktív lézersebészeti tanulmányainkat excimer lézer alkalmazásával végeztük a 
szaruhártya fénytörési hibájának korrekciója és/vagy modellezése (állatkísérletek) céljából 
annak érdekében, hogy a kezelést követő sebgyógyulási folyamatokat pontosabban 
megismerjük, enzimatikus szinten tanulmányozzuk és esetlegesen befolyásoljuk. 
A szaruhártya sebgyógyulási folyamatainak komplexitása a lézerkezelést követően 
mind a mai napig nem ismertek pontosan, esetenként előre nem várt biológiai válaszreakciók 
alakulhatnak ki. A lézerkezelés eredményeként az elülső stróma extracelluláris mátrixának 
szerkezete, valamint a sejtek sűrűsége és fenotípusa is megváltozik, amelynek következtében 
csökken a szöveti transzparencia és haze alakulhat ki. Az operált páciensek jeletős százaléka 
teljesen panaszmentes,  az esetenként csökkent transzparencia nem éri el a klinikailag 
szignifikáns szintet, azonban - elsősorban jelentősebb refraktív fénytörési hibák korrekciója 
során - akár számottevővé is válhat és a fény kóros szóródását, a szaruhártya 
transzparenciájának a csökkenését eredményezheti [213]. 
A haze kialakulása általában az első posztoperatív hónapokban figyelhető meg. 
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Fennállásának időtartalma néhány héttől néhány hónapig is eltarthat, de kivételes esetekben 
több mint egy évig is elhúzódhat. Előfordulási gyakorisága az irodalomban igen széles skálán 
mozog [214], saját anyagunkban - 2000 előtt végzett műtétek alapján - a PRK kezeléseket 
követően 7-8%-os előfordulását tapasztaltuk [60], azonban ez az előfordulási gyakoriság 
tovább csökken(t) a kezeléseknél alkalmazott lézerek és az alkalmazott kezelések fejlődésével. 
A refraktív lézerkezeléseket esetenként követő, komplikált sebgyógyulási folyamatok 
mögött húzódó pontos mechanizmusok napjainkban sem ismertek még teljesen [215], [216]. 
Feltételezhető, hogy az egyének közötti varianciák kiemelt jelentőséggel bírnak a szaruhártya 
sebgyógyulási folyamataiban és azok komplikációinak kialakulásában. Ilyen varianciák 
figyelhetők meg például a könny biokémiai összetevőiben, melyek szerepet játszanak a korai 
és késői sebgyógyulási folyamatokban a refraktív lézerkezelést követően. Számos faktort 
feltételez az irodalom a haze kialakulásának hátterében: a reepitelizációhoz szükséges 
időtartamot, az abláció mélységét, a posztoperatív strómális felszín egyenetlenségét, az 
epiteliális bazális membrán és/vagy a Bowman membrán eltávolítását [88], [92], [217]–[221]. 
Egyértelmű bizonyíték egyelőre azonban a fenti teóriák egyikét sem támasztja alá. 
A lézerkezelést esetenként követő haze megelőzésére nincs elfogadott kezelési 
protokoll, habár a mitomycin C helyi alkalmazása széles körben alkalmazott a haze 
visszaszorítására [222]. 
A szaruhártya sebgyógyulási folyamatait a szem elülső szegmensében lévő 
könnyfilmréteg számos fehérjéjének differenciális megjelenése, illetve mennyiségi változása 
jellemzi. Sérülése következtében a felszabaduló uPA szerin proteázként a könny, valamint a 
szaruhártya epitélsejtjeinek normál alkotója és a biokémiai kaszkádok fontos eleme. Szerepet 
játszik mind a szövetek pusztulásában, mind azok helyreállításában. Az uPA felelős az inaktív 
plazminogén aktív plazminná történő átalakításáért a proteolitikus hasításon keresztül. A széles 
szubsztrát specificitású plazmin egyéb anyagokkal együtt gyengíti a fibronektint és laminint az 
extracelluláris mátrixban elősegítve a sejtek kúszását/migrálását, és ezáltal fontos szerepet tölt 
be a sebgyógyulásban. Mindemellett a plazmin a prokollagenázt aktiválja, mely a kollagén 
molekula lebomlását eredményezi, valamint részt vesz a fibroblaszt sejtek aktiválásában, ezáltal 
további uPA szekrécióhoz is hozzjárul. 
Korábbi tanulmányainkból ismert a könny uPA aktivitás értékeinek változása a PRK 
kezelést követő reepitelizációs folyamatokban [60]. A könny uPA szintjeit pácienseink 
könnymintáiban vizsgálva kimutattuk, hogy PRK kezelést követően, a korai posztoperatív 
időszakban elmaradó uPA aktivitásemelkedés a késői posztoperatív időszakban haze 
képződéséhez vezethet[60]. Klinikai szempontból a műtéti kimenetel tervezhetősége és elvárt 
dc_1780_20
Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)
89  
eredményeinek precízebb megítélése érdekében fontosnak tartottuk a haze kialakulásának 
előrejelzését, továbbá lokálisan alkalmazható biztonságos készítmények kifejlesztését a haze 
kialakulásának megakadályozására, illetve kezelésére. 
 
 
5.1.1 Állatmodell alkalmazása a haze mechanizmusának megismerésére, indukálására 
és gátlására; a vemhesség, mint rizikófaktor 
A humán könny összetételének uPA-ra vonatkoztatott ismeretében tanulmányoztuk az 
enzimszintek jelentőségét és befolyásolhatóságát, melynek érdekében a tanulmányunkba 
bevont állatok mindkét szemét PRK kezelésnek vetettük alá. A posztoperatív kezelés a humán 
protokollnak megfelelően zajlott azzal a módosítással, hogy az egyik szemet - a könny uPA 
szintjének a visszaszorítása céljából -, kiegészítő aprotinin (szerin proteáz inhibitor) kezelésben 
is részesítettük a PRK kezelést követő első 7 napban [193]. A humán protokollnak megfelelően 
kezelt szemek esetében haze nem alakult ki (100%), és az első héten mért uPA aktivitási minta 
az egészséges humán szemhez hasonló mintázatot mutatta. Az ellenoldali, szerin proteináz 
inhibitorral kezelt állatszem esetében, ahol az alkalmazott aprotinin gátolta az uPA aktivitást 
haze kialakulását (100%) észleltük a posztoperatív 2.-3. hónapban. 
Állatkísérletünk során véletlenül fedeztük fel vemhes nyúl könnymintájában, azt hogy 
az uPA aktivitás mintázata a PRK kezelést követően, a korábbi kísérletünkben alkalmazott 
szerin proteináz inhibitor mintázatnak felelt meg, mely a késői posztoperatív időszakban haze 
kialakulásához vezetett [187]. Állatkísérletek vizsgálati eredményei alapján a könnyben mért 
uPA aktivitás értékei 2,00,6 IU/ml [223]  és 4,02,5 IU/ml [40] között detektálhatóak, nem 
operált egészséges állatokban [187]. Az általunk mért uPA aktivitás értékei az állatok 
könnymintáiban a publikált adatoknak felelnek meg (kb. 3 IU/ml). 
Véletlenszerű megfigyelésünk tudományos alátámasztásaként vemhes és nem vemhes 
nyulat vizsgáltunk. Azt a feltételezést kívántuk bizonyítani, hogy a vemhesség során a nyulak 
könnymintáiban csökken az uPA aktivitás szintje, ezáltal nő a posztoperatív haze 
kialakulásának valószínűsége. Az alkalmazott lokális uPA pótlása (szemcsepp formájában) az 
első posztoperatív napokban meggátolhatja, ill. csökkentheti a haze kialakulásának a 
valószínűségét. A kísérlet során az állatok mindkét szemén PRK kezelést végeztünk. 
Az uPA szemcsepp alkalmazása megakadályozta a haze kialakulását a PRK kezelésen 
átesett állatszemeken (100%), ezzel szemben az ellenoldali, uPA-val nem kezelt szemek 
esetében 12,5%-nál alakult ki szubepiteliális homály. Állatkísérletünk eredményei 
alátámasztják, hogy a vemhesség kockázati tényezőként szerepel a posztoperatív haze 
kialakulásában, vemhes nyulaink esetében 49-es esélyhányadossal emelkedett a kockázat nem 
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vemhes társaikhoz viszonyítva. A humán protokoll mellett alkalmazott uPA kezelés (szemcsepp 
formában) profilaktikusan hatékony terápiának bizonyult állatmodellünkben a késői 
posztoperatív időszakban esetlegesen kialakuló haze megelőzésére. 
Humán pácienseink és állatmodelljeink könnymintáit tanulmányozva a 2-3. 
posztoperatív napon mért uPA aktivitás értékei, valamint a későbbiekben esetlegesen kialakuló 
haze szoros korrelációt mutatott. A korai posztoperatív időszakban a könnyben mért alacsony 
uPA aktivitási értékek összefüggtek a haze későbbi kialakulásával. Az uPA aktivitás 3. 
posztoperatív napon bekövetkezett szignifikáns emelkedése összefüggésbe hozható a késői 
posztoperatív időszak transzparens, tiszta szaruhártyájával. 
Állatokon végzett kísérleteink egyrészről bizonyították, hogy szerin proteináz inhibitor 
alkalmazásával haze indukálható; másrészről, hogy a szubepiteliális homály kialakulása 
tekintetében fokozott kockázattal rendelkező vemhes nyulak esetében az alkalmazott uPA 
kezelés a poszt-PRK szubepiteliális homály előfordulását jelentős mértékben csökkenti. 
Kísérleteink eredményei alapján valószínűsíthető, hogy az uPA fiziológiás szintjének 
megemelkedése a könnyben, segít a posztoperatív időszak sebgyógyulási folyamatában 
fenntartani a szaruhártya transzparenciáját és az uPA lokális szemcsepp formában történő 
alkalmazása kompenzálja a teljes kiürülést ezen időszak alatt. A fentiekből arra 
következtethetünk, hogy az uPA lokális alkalmazása a korai posztoperatív időszakban segíthet 
a késői posztoperatív időszakban esetenként kialakuló haze mérséklésében és/vagy 
megakadályozásában. Publikált eredmények bizonyítják, hogy a megfelelő dózisban 
alkalmazott uPA kezelés nem gyakorol káros hatást a szaruhártyára. Hull és mtsai 
elektronmikroszkópiás vizsgálatokkal bizonyították, hogy az uPA kezelés 1000-5000 IU/ml 
dózisban alkalmazva semmilyen káros hatását nem fejt ki a szaruhártya endotél sejtjeire [224]. 
Tekintettel arra, hogy a haze kialakulására semmilyen előzetes információ nem áll 
rendelkezésünkre, ezért a páciensek profilaktikus alapon történő kezelése (is) javasolt lehet. 
Tanulmányunkban szemcsepp formájában alkalmaztuk az uPA-t 50 IU/ml 
koncentrációban: az első posztoperatív napon óránkénti cseppentést alkalmazva, melyet 2 
óránkénti alkalmazásra váltottunk és az 5. posztoperatív napig tartottuk fent. Az alkalmazott 
dózist úgy választottuk meg, hogy az állatok könnyében mért normál érték felett, de a publikált 
biztonságos értékek között maradjunk. In vitro kísérletek alapján az uPA 2500 IU/ml dózisban 
történő alkalmazása a corneát nem károsítja [87]. További állatkísérletek támasztják alá, hogy 
az uPA 1000 IU/ml, 2500 IU/ml és 5000 IU/ml koncentrációban történő in vitro perfúziójának 
három órán keresztül történő alkalmazása sincsen hatással az endotéliumra, corneális ödéma 
nem keletkezik, elektronmikroszkóppal pedig normál endoteliális sejtszerkezet látható [224]. 
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Az állatkísérletek adatainak humán értékekkel történő extrapolációja ahhoz a következtetéshez 
vezetett [224], hogy az uPA 2500 IU/ml koncentrációban biztonságosan alkalmazható a szem 
elülső csarnokában levő vérzés öblítésére anélkül, hogy az szaruhártya károsodást okozna 
közvetlenül. Állatkísérleti eredményekre alapozva az uPA általunk választott 50 IU/ml 
koncentrációban történő alkalmazása terápiás vagy profilaktikus célzattal elfogadhatónak és 
alátámasztottnak tűnik [187], [224]. 
Felszíni és határfelületi egyenetlenségeket PRK és LASIK kezelések után is ismertet a 
szakirodalom [225]. Farah és mtsai, a LASIK kezelést követő határfelületi törmelékek és 
felületi egyenetlenségek kialakulását 6,8%-os, még a haze kialakulását 8,7%-os előfordulási 
gyakoriságúnak találták a szakirodalmi adatok áttekintése alapján [226]. A PRK és LASIK 
kezelések összehasonlításának vonatkozásában a haze előfordulása PRK kezeléseket követően 
gyakrabban fordul elő [214]. 
A haze kezelésére különféle hatóanyagokat alkalmaztak kísérleti és terápiás célzattal is: 
szteroidok, nem-szteroid tartalmú gyulladáscsökkentők, növekedési faktorok, a bazális 
sejtmembrán összetevői, kollagén struktúra regulátorai, aldóz reduktáz inhibitorok, 
antioxidánsok, immunmodulátorok, antiallergének és antimikrobiális szerek. Állatkísérleti 
tapasztalatok szerint a metalloproteináz szintetikus inhibitora nyúl corneákban csökkenti a 
szubepiteliális homály kialakulását, a III-as típusú kollagén szintézisének gátlásán keresztül 
[227]. A betametazon (kortikoszteroid) helyi alkalmazása csökkenti a haze súlyosságát nyúl 
szaruhártyákban, de nem eliminálja azt [228]. A mitomicin C - mint antineoplasztikus és 
antibiotikus aktivitású alkiláló szer - a keratociták proliferációjának gátlása révén csökkenti a 
szubepiteliális homály kialakulását a PRK kezelés után [229]–[231]. A transzformáló 
növekedési faktor (TGF) megemelkedett szintje összefüggésben áll a patkányokban 
megfigyelt szubepiteliális homály kialakulásával [232]. Kimutatták továbbá, hogy az E vitamin 
tartalmú hidrokortizon acetát csökkenti a sebgyógyulási válaszreakciókat nyúl szaruhártyában 
a PRK kezelést követően [233]. 
Jelenlegi ismereteink szerint a poszt-PRK haze kialakulása szempontjából a vemhesség 
fokozott kockázati tényező az uPA-val nem kezelt nyúl szaruhártyák esetében. Állatkísérleteink 
alapján a vemhes nyúl hasznos modell lehet a haze kezelésére alkalmas hatóanyagok, valamint 
a kezelés hatékonyságának vizsgálatára a PRK kezelést követően. A vemhes állatok PRK 
kezelése során a haze alacsony ablációs mélység alkalmazása esetében is kialakul (vemhes nyúl 
kísérletünkben 3 D miópiás korrekciónak megfelelően). 
Tanulmányunkban az uPA-val nem kezelt szemek 38%-ában alakult ki haze; míg az 
uPA-val kezelt csoport esetén a szubepiteliális homály hiánya a szaruhártyában azt 
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bizonyíthatja, hogy az uPA hatásos a haze előfordulásának eliminálására/redukálására PRK 
kezelést követően. Korábbi munkáink eredményei alapján, a PRK kezelést követő korai 
posztoperatív időszakban kialakuló alacsony uPA-szint összefüggésbe hozható a késői 
posztoperatív időszakban kialakuló haze képződésével mind humán [60], mind nyúl 
corneákban [193]. Jelen vizsgálataink megfigyelései szerint az állatok (vemhes nyúl) PRK 
kezelését követően, lokálisan alkalmazott uPA pótlása a posztoperatív első hét folyamán 
hajlamosító tényezők esetén is alkalmas lehet a szaruhártya szubepiteliális 
homályképződésének a megakadályozására. 
5.1.2 Az aprotinin hatásmechanizmusának tanulmányozása állatmodellben, urokinázt 
gátló hatása a nyúl szaruhártya sejtjeire refraktív lézerkezelést követően 
A nyúl általánosan elfogadott állatmodell a szaruhártya sebgyógyulási folyamatainak a 
tanulmányozására. Humán és nyúl könnymintákon végzett proteomikai tanulmányok is 
igazolták a szaruhártya sebzése következményeként a védekezési mechanizmusok jelenlétét 
[234]. A nyulak könnymintáiban mért - a humán könnyminták uPA szintjével összehasonlítva 
- magasabb normál uPA szint ellenére [40] a nyúl szem elülső szegmense elfogadott modell a 
proteolitikus események tanulmányozására a szaruhártya sebgyógyulási folyamatában [58]. 
Kísérleteink láncolatában, a nyúl modell igen hasznos volt humán eredményeink igazolásában 
és a sebgyógyulás folyamán bekövetkező uPA aktivitás változásainak, valamint a szaruhártya 
sebgyógyulási folyamataival kapcsolatos korrelációk tanulmányozásában [187]. Tudomásunk 
szerint jelenleg nem áll rendelkezésre közvetlen összehasonlító érték az mRNS expresszió 
szintjének vonatkozásában sem humán, sem nyúl szaruhártyákban. 
A korábbiakban ismertetett eredményeinkkel összhangban a kvantitatív PCR 
vizsgálatainkkal szerzett ismereteink a PRK kezelés által előidézett uPA növekedést (up- 
regulációt) írtak le a nyúl szaruhártya sejtjeiben. In situ zimográfiás tanulmányaink 
alátámasztották az uPA kifejeződését az epiteliális defektusoknál az irodalomban korábban már 
leírtaknak megfelelően [56], [58], [188], [235]. Kvantitatív PCR segítségével bizonyítottuk, 
hogy a PRK kezelést követő sebgyógyulás során az aprotinin csökkenti az uPA expressziót 
transzkripciós szinten (is). Szaruhártya metszeteken in situ zimográfiával a sebgyógyulás korai 
szakaszában kimutattuk a csökkent uPA aktivitást. Érdekes, hogy a természetes plazminogén 
aktivátor inhibitor-2 (PAI-2) mennyiségének növekedését figyeltük meg a humán könnyben 
közvetlenül a PRK és a LASIK kezelések után, de a PAI-2 szintek visszatértek a normális 
preoperatív szintekre a műtétet követő első posztoperatív napon [190]. 
A teljes lízis zónák képelemzése (14. ábra) az uPA mRNS aktivitással (15. ábra) 
hasonló mintázatot mutat, az idő előrehaladtával pedig az uPA szint csökkenése figyelhető meg 
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PRK kezelést követően. Ugyanakkor, az uPA mRNS relatív mennyisége a kontroll minták 
esetében jelentősen csökken 24 óra elteltével, míg az uPA aktivitás mértéke ekkor még jelentős. 
Azt feltételezzük, hogy ez a körülbelül egy napos időeltolódás és az aktivitás a már meglévő, 
aktív és még nem degradálódott uPA az mRNS szintjének köszönhető. 
A 7 mm-es trepánnal kezelt szemek esetében az uPA mRNS szintje a műtét utáni 24. 
óráig növekszik (12. ábra), ugyanakkor csökkenő trendet mutat a 6 mm-es trepánnal kezelt 
szemeknél (13. ábra). Nem egyértelmű a magyarázat erre a különbségre. Amennyiben a kezelés 
során 7 mm-es trepánt alkalmazunk, az újrahámosodás hosszabb idejű megfigyelése szükséges, 
tekintettel a reepitelizáció hosszabb voltára. Tanulmányunkban, a két különböző átmérőjű 
trepán alkalmazását összevetve (6 mm/7 mm) az eltávolított epitél területének a vonatkozásában 
36% volt a különbség. 
Kimutatható, hogy a Bikunin amely egy Kunitz-típusú proteáz inhibitor csökkenti az 
uPA aktivitást humán kondroszarkóma sejtekben [236]. Az uPA a saját expresszióját gerjeszti 
egér tüdő epiteliális sejtekben [237], így az uPA aktivitás aprotininnel történő gátlása (közvetlen 
vagy közvetett módon az aktiváció blokkolásával) okozhat uPA szint csökkenést. Az aprotinin 
uPA-t csökkentő hatása még 2 órával az első aprotinin adag beadása után is nyilvánvaló, messze 
meghaladva a lejegyzett 50-60 perces átlag aprotinin tartózkodási idejét a nyúl szaruhártyában 
[238]. 
Korábbi munkánkban [193] a könny uPA aktivitás mérései bizonyítékul szolgáltak az 
uPA aprotinin által történő gátlásához. Ez lehetett egyrészről az aprotinin uPA molekulákkal 
történő gátló interakciók eredménye, másrészről az uPA mRNS szint indirekt modulációja a 
transzkripciós gátlás miatt, vagy az uPA mRNS stabilitásának megváltoztatása miatt. A 
kvantitatív PCR eredmények kimutatták, hogy az aprotinin csökkenti a szaruhártyában az uPA 
mRNS szintet, és ezáltal csökkenhetett az uPA aktivitás a könnyben és a vizsgált szaruhártya 
metszeteken. Ezt a hatást inkább gén szupresszió eredményének tulajdonítjuk, mint közvetlen 
uPA gátlásnak. A kisebb uPA termelődés további következménye az uPA- plazminogén-
plazmin enzim rendszer termelésének csökkenése. Az aprotinin alkalmazására számos irodalmi 
adat létezik, gyakran alkalmazzák szeptikus sokk kezelésére. Koszorúér műtétek során is leírták 
használatát, csak úgy, mint rákkezelésben a különböző proteázok, mint például uPA és plazmin 
gátlására [239]. Ugyanakkor, csak a proteáz aktivitáson tapasztalható normál hatást szokták 
figyelembe venni. Megállapításaink, miszerint az aprotinin csökkenti az uPA kifejeződését 
(down reguláció) mRNS szinten nagyobb rálátást engednek az aprotinin uPA-plazminogén-
plazminrendszer működésére, és ezzel hozzájárulnak a sebgyógyulási folyamatok jobb 
megértéséhez. 
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5.1.3 Plazminogén aktivátor inhibitorok a humán könnyben lézerkezeléseket követően, 
jelentőségük a haze kialakulásában 
Régi feltételezés, hogy a proteolitikus enzimek generalizáltan vesznek részt a 
sebgyógyulási folyamatokban, beleértve a szaruhártya reepitelizációját is. Weimar szerint a 
sérült szaruhártya hámszövete szerin proteázokat szabadít fel [240]. Az uPA-plazminogén- 
plazminrendszer kulcsszabályozónak tűnik a sebgyógyulási folyamatokban. A sejt felépülés és 
invázió során generalizáltan is jelentős szerepet játszik [56], [241]. A posztoperatív corneális 
sebgyógyulási komplikációk alapjául szolgáló pontos mechanizmusok ismeretlenek, 
ugyanakkor általánosan valószínűsíthető, hogy a szaruhártya sebgyógyulási folyamatainak 
egyéni varianciái szerepet játszhatnak a posztoperatív refraktív regresszió és a haze 
kialakulásában [242]. 
A klasszikus modell alapú elképzelés azt feltételezi, hogy az uPA fő szerepe az inaktív 
plazminogén aktív plazminná történő átalakítása a migráló sejtek felszínén. Ismereteink szerint 
a plazmin több sejtfelszíni adhéziós fehérjét és néhány bazális membrán fehérjét degradál. 
Emellett aktiválja a mátrix metalloproteázokat, amelyek a plazminnal együtt bontják a környező 
mátrix barriert, és ezáltal hozzájárulhatnak a sejtek vándorlásához. A plazminogén aktivátor 
inhibitorok feltételezhetően az uPA-plazminogén-plazminrendszer kontroll mechanizmusában 
játszanak szerepet [243]. 
Humán tanulmányaink eredményei a PAI-1 antigén hiányát mutatták a könnyben PRK 
kezelés előtt és után. A PAI-2 antigén azonban mérhető koncentrációban volt jelen mindkét 
típusú - PRK és LASIK - refraktív lézersebészeti beavatkozás előtt és után. A LASIK kezelésen 
átesett csoportban a PAI-2 szintje a műtétet követően szignifikánsan megemelkedett, majd a 
preoperatív értékre esett vissza az első posztoperatív napon (15. ábra). PRK kezelésen átesett 
pácienseink esetében az első posztoperatív nap PAI-2 értékének vonatkozásában nincs 
információnk, azonban a harmadik posztoperatív napra a preoperatív szintnek felelt meg. A 
PRK és LASIK kezelések pre- és posztoperatív PAI-2 mintázatai egymásnak megfeleltethetőek 
(15. ábra) [190]. 
Feltételezéseink szerint a PRK és LASIK kezeléseket követő PAI-2 mintázatok között 
fellelhető általános hasonlóság az enzimatikus kontroll egységes mivoltát jelzi annak ellenére, 
hogy a sebkészítési technikák jelentős mértékben eltérnek a két refraktív műtéti típus között. A 
PRK és LASIK típusú műtéti technikák egyik fő különbsége az epiteliális seb mértéke és 
lokalizációja. PRK kezelés során az epitélium centrális területe kerül eltávolításra 
(deepitelizáció), ezzel szemben LASIK kezelés során egy körkörös vágást ejtenek rajta. Másik 
fő különbség, hogy a PRK kezelés során nincsen strómális vágás, szemben a LASIK 
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strómaágyat érintő lebenyképzési technikájával. A szaruhártya "felesleg" lézeres evaporációja 
során mindkét műtéti technika esetében strómális abláció jön létre. PRK kezelés során az elülső 
stróma ablációja történik, míg LASIK esetében a 160 vagy180 µm vastagságú lebeny alatti 
terület stróma [244] . 
A 15. ábrán szemléltetett humán könny PAI-2 mintázata komplementere a korábbi 
humán PRK tanulmányunk uPA aktivitási mintázatának [60], [193]. Tanulmányaink alapján 
[60], [193] normál sebgyógyulás esetén a könny PAI-2 szintje és uPA aktivitása fordított 
arányban állnak egymással, azaz amikor a könny PAI-2 szintje alacsony, akkor az uPA 
aktivitása magas és fordítva. A 3. posztoperatív napra fennmaradó alacsony könny uPA 
aktivitás esetén a késői posztoperatív időszakban haze kialakulására lehet számítani [60]. A 
PRK kezelést követően esetenként kialakuló alacsony uPA aktivitás és a posztoperatív 
szubepiteliális homály kialakulása közötti kapcsolat a csökkent uPA kifejeződésnek, a 
magasabb PAI-2 koncentrációnak, vagy esetlegesen mindkettőnek egyszerre köszönhető. 
Tanulmányunkban a PRK kezelésen átesett csoportban a 3. és 5. posztoperatív napokon, a 
LASIK kezelésen átesett csoportban pedig az 1. posztoperatív napon megnövekedett könny 
PAI-2 koncentrációk (>2 SD az átlag felett) voltak megfigyelhetőek, azonban egyik esetben 
sem alakult ki szubepiteliális homály a késői posztoperatív időszakban. PRK kezelésen átesett 
szemek esetében, - ahol a későbbi posztoperatív időszakban haze kialakulását észleltünk - a 
PAI-2 szintek 1 SD átlagérték alatt voltak mind a 3. és az 5. posztoperatív napokon. 
Megfigyeléseink szerint a könnyminták posztoperatív PAI-2 szintjei nem kontrolláló 
mechanizmusok a haze kialakulásában, ezzel szemben az uPA csökkent expressziója 
kulcsfontosságú. Korábbi könnykutatásaink uPA-ra vonatkozó eredményeit figyelembe véve, 
arra következtethetünk, hogy az uPA korai posztoperatív napokban történő pótlása - az uPA 
deficit legyőzésével - kielégítő terápiás eredményhez vezethet [60], [187], [193]. 
5.1.4 A plazminogén aktivátor és inhibitor, valamint hormonszint vizsgálatok terhesség során  
Normál terhesség lefolyása során a hemosztázis  jelentős változása figyelhető meg  
[245]–[248]. Trombózis kialakulása az első trimeszterben nem valószínű, a terhesség 
előrehaladtával azonban előtérbe kerülnek a koagulációs, és fibrinolitkus folyamatok. Ezeknek 
a változásoknak a kontrollált egyensúlyi változása szükséges a normál terhesség lefolyásához, 
a hyperkoagulációs állapot kialakulásához, melyben a plazminogén aktivátor inhibitor rendszer 
kulcsszerepet tölt be. Normál lefolyású terhesség során a koagulációs aktivitás egyensúlyban 
van a tPA, uPA, PAI-1 és PAI-2 vérszintjeinek jelentős változásai ellenére [249]–[251] .  
Normál könnyben a plazminogén aktivátor inhibitor szintek változásai nem mutathatóak 
ki [48], [252], a PAI-1, PAI-2, és uPA megemelkedett szintjei mérhetőek azonban bizonyos 
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szembetegségekben [48], [67]. Kóros állapotokban, sebzés során vagy műtétet követően, a 
kötőhártya véredényeinek permeabilitása fokozódhat, ezáltal proteázok és proteáz inhibitorok 
proenzim formái transszudáció útján kerülhetnek a könnybe [253]. A könnyspecifikus fehérjék 
mellett szérum fehérjék is megjelenhetnek [251], [254]. A könny PAI szintjének 
megemelkedését okozhatja továbbá a könnyfilmben jelenlévő, vagy a károsodott szemfelszíni 
epitél sejtekből felszabaduló komplexek. A kötőszöveti epiteliális sejtek és a szervezet 
hormonális változásai is hatással vannak a szaruhártya állapotára [55], [255], [256]. 
Várandós nők könnymintáin végzett vizsgálataink azt mutatták, hogy a könny PAI-2 
szintje sebzés vagy műtéti beavatkozás hiányában a terhesség során nem emelkedik meg. A 
szemfelszín sérülése azonban beindítja a helyi PAI-2 szintemelkedésért felelős 
mechanizmusokat, melyek kifejezettebbek lehetnek terhesség alatt. 
A várandós nők vérmintáinak plazminogén aktivátor aktivitás értékei szoros korrelációt 
mutatnak a gesztációs kor előrehaladtával, mely értékek a szülést követően visszatérnek a 
várandósságot megelőző normál értékekre [186], [257]–[260]. Tanulmányunk, mely a 
könnymintákra is irányult két fő csoportra hívta fel a figyelmet: „ nulla uPA” és „nem nulla 
uPA” értékek a könnyben.  Ezen utóbbi csoport viselkedés mintázata független a terhességi 
kortól, annak előre haladtától. Mindez feltételezhetően arra utal, hogy az uPA vonatkozásában 
a könny lokális forrással is rendelkezik. Hasonló következtetésekre jutottunk, amikor a 
könnyből származó PAI-2 mintázatokat vizsgáltuk [205], és a könnyminták PAI-2-szintjeit 
függetlennek találtuk a terhességi kortól, míg a vérmintákból származó PAI-2 szoros korrelációt 
mutatott a gesztációs korral. 
A fentiek ismeretében terhesség kockázati tényezőnek tekinthető a haze kialakulása 
szempontjából refraktív sebészeti beavatkozást követően, melynek elvégzése ilyenkor nem 
javasolt [187], [261]. A refraktív sebészeti beavatkozások esetében minimum három hónapot 
javasolt várni szülés és/vagy szoptatás után, mert a hormonális változások hatást 
gyakorolhatnak a refrakciós hibákra és a szaruhártya sebgyógyulási folyamatára is. Esetenként 
azonban a várandós nők szaruhártya műtéten eshetnek át trauma miatt, vagy a terhesség igen 
korai, még nem azonosított szakaszában [262], [263]. A terhesség során bekövetkező 
enzimatikus változásokról szerzett ismeretanyag segítheti a corneális sebgyógyulási folyamatok 
pathomechanizmusának pontosabb megismerését [264], [265].  
 
ÖSSZEFOGLALVA: az uPA a könny egyik normál komponense, melynek 
koncentrációját a szaruhártya biokémiai változásai befolyásolják. Humán tanulmányaink és 
állatkísérleteink eredményei alapján a refraktív sebészeti műtéteteket követő korai 
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posztoperatív szakban mért alacsony uPA aktivitás - természetes előfordulás vagy gátlás útján 
- korrelációt mutat a késői posztoperatív időszakban észlelt haze kialakulásával. A lokálisan 
(szemcsepp) alkalmazott uPA alkalmasnak bizonyult a haze megelőzésére állatkísérleteinkben 
PRK kezelést követően. Tanulmányaink eredményei alapján az uPA terápiás alkalmazása a 
sebgyógyulási folyamatok szabályozásának klinikai gyakorlatában további kutatásokat igényel. 
A refraktív sebészeti beavatkozásokat esetenként követő haze kialakulását előre jelezni jelenleg 
nem tudjuk. A megfelelő dózisban (hatásos és biztonságos) alkalmazott lokális uPA kezelés 
egészséges szaruhártyákon is alkalmazható, ezért profilaktikus alapú kezelése is felmerülhet a 
jövőben. A haze megelőzésére jelenleg nincsen elfogadott terápiás lehetőség. Konvencionálisan 
elfogadott álláspont szerint a proteáz inhibitorok megfelelő sebgyógyulást elősegítő anyagok. 
Az uPA terápiás alkalmazása újszerű felfogás, melynek kiaknázására további kísérletek, és 
kontrollált klinikai vizsgálatok elvégzése szükséges. 
5.1.5 A rekombináns plazminogén aktivátor inhibitor-2 alkalmazása a 
szaruhártyafekélyek gyógyításában, állatmodellben 
A PAI-2 hatásosságát vegyi sérülések gyógyításában - mint uPA inhibitor - rekombináns 
módon előállítva vizsgáltuk állatmodellben. Az így alkalmazott fehérje előállítási technika 
számos gyártástechnológiai előnyt hordoz. A fúziós PAI-2 fehérje előállításakor a két segítő 
szekvencia (His-tag és MBP) a fehérje tisztítás során és a megfelelő fehérje foldingban is 
segítségünkre van, és a fehérjéről specifikusan le is választhatóak. Jelenlegi ismereteink szerint 
munkacsoportunk elsőként állított elő szemcsepp formában alkalmazható rekombináns fehérjét. 
Állatmodellben bizonyítottuk, hogy a rekombináns PAI-2 fehérje hatásos a vegyi 
sérülések kezelésében, hatásosabb, mint az aprotinin szemcsepp alkalmazása. A haze 
stádiumaiban szignifikáns különbség volt megfigyelhető a kezeléseket követően. Az általunk 
alkalmazott PAI-2 terápia csökkenti a kémiai sérülés után kialakuló haze súlyosságát és 
lehetőséget biztosít a gyorsabb gyógyulásra.  
A munkacsoportunk által sikeresen termelt és tisztított rekombináns PAI-2 fúziós 
fehérje további vizsgálatok után lehetőséget biztosíthat a szaruhártyafekélyek gyógyításának 
klinikai alkalmazásában. Az eljárást szabadalmi oltalmi anyagunk védi [72], [207]. 
5.2 A diabétesz okozta szemszövődmények szűrése 
A cukorbetegség a szervezet anyagcseréjének krónikus megbetegedése, melynek a 
szövődményeként kialakuló DR, valamint esetenként a makulopátia az aktív életkorban 
bekövetkező látásvesztés leggyakoribb oka [266]. Időben történő felismerése és kezelése a DR 
és a makulopátia progresszióját lassíthatja, illetve javulhat a retina állapota. A fentiek 
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ismeretében a diabéteszes páciensek időszakos szűrése elengedhetetlen. 
A cukorbetegek számának ugrásszerű emelkedése és a betegek hajlandósága 
szűrőprogramokban történő részvételre, mely a szűrőcentrumok leterheltségét jelentős 
mértékben fokozza, felveti az igényt a normál (DR jeleit nem mutató) fundusfotók kiszűrésére. 
A szűrőprogramok terheltsége a DR jeleit nem mutató képek kiválogatásával kb. 60-70%-ban 
volna csökkenthető [267]. Munkánk során olyan eljárásokat igyekeztünk fejleszteni, melyek 
alkalmasak lehetnek a diabéteszes páciensek előszűrésére. Ezen feladat megvalósítása három 
tanuló algoritmus alkalmazásán alapult, a felhasznált adatféleségek tekintetében alapjaiban 
eltérő modellek kidolgozásával: i) proteomikai adat alapú, ii) digitális képfeldolgozás alapú, és 
iii) kombinált rendszer alapú. 
5.2.1 Könny proteomikai alapú szűrés 
A DR potenciális biomarkereinek megtalálása érdekében, a releváns szakirodalomat 
áttekintve szűrtük ki azokat, melyek egyéb klinikai kórképekkel is összefüggésbe hozhatóak 
[139]. A vizsgálat fehérjék közül kiemelendő a lakritin, lizozim,  Ig κ-lánc VIII, cisztatin SA és 
prolaktin indukált fehérje, melyek szemhéjszéli gyulladás esetén 50%-al alacsonyabb szintet 
mutatnak [268] a könnyfilmben. kizárási kritériumként szerepeltek tanulmányunkban. Száraz 
szem szindróma esetén a prolaktin-indukáló fehérje, a lipokalin-1, laktotranszferrin és a lizozim 
C szintjei csökkennek [269].   
Irodalmi áttekintéseink és saját könnyproteomikai vizsgálataink eredményei alapján a 
könny lipokalin-1, laktotranszferrin, lakritin, lizozim C, lipofilin A és Ig λ-lánc C régiójának 
szintjének változásai nincsenek kapcsolatban a szakirodalomban felsorolt és áttekintett 
gyakoribb kórképekkel, azonban specifikusan megjelennek DR-ban, mely alkalmassá teheti 
őket biomarkerként való alkalmazásra. A laktotranszferrin és Ig λ szintjeinek megemelkedései 
összefüggésbe hozhatóak az abnormális érképződéssel, vérzéssel. A lakritinre szükséges 
továbbá a könnytermeléshez, valamint számos sejttípus osztódásához, mely proliferatív 
környezet kialakulásához vezethet, és valószínűleg hozzájárul a betegség progressziójához 
[266]. A lipokalin-1 lipid hordozó fehérje, amely képes megkötni kis hidrofób molekulákat, 
mint például a retinoid és retinsav [270]. A retinoidok megemelkedett szintje több retinoid- kötő 
fehérje [271]  termelődéséhez vezethet. A megnövekedett szérum retinoid-kötő fehérjéről 
[272], a szérum és üvegtest apelin szintjeiről [273] bebizonyosodott, hogy lehetséges 
biomarkerek DR esetén. 
A DR proliferatív szakaszának az előrejelzése kritikus a látásélesség megmentése 
szempontjából. Proliferatív DR kialakulása II-es típusú DM esetén, a páciens kardiovaszkuláris 
betegségei szempontjából is prognosztikus értékű, ezért fontos ezen páciensek nagy kockázatú 
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csoportba történő átsorolása a kardiovaszkuláris betegségek előfordulása szempontjából is 
[274]. 
A könnymintavétel gyors és olcsó nem invazív eljárás, mely akár rutinszerűen egyszerű 
körülmények között is elvégezhető. A könnyproteomikai vizsgálatokra önállóan alapozott 
modellünk azonban szenzitivitási és specificitási értékei alapján nem alkalmas a klinikai 
gyakorlatban történő alkalmazásra. Ezen vizsgálatok azonban az elsők a maguk nemében, és 
számos lehetőség kínálkozik a módszer teljesítményének fokozására. A tanuló adathalmaz 
méretének növelése a további fejlesztésekhez nélkülözhetetlen. Az alkalmazott MS/MS 
módszertan jelenleg igen költséges, azonban a technika fejlődésével a mérések kivitelezési 
költségeinek csökkenése várható, így elérhetővé válhat a klinikai rutin számára is [275]. 
5.2.2 Informatikai alapú szűrés 
A DR automatikus szűrését célzó informatikai képfeldolgozó eljárások, komoly 
publikációs múltra tekintenek vissza. Ezek a módszerek ígéretes teljesítményük ellenére is 
lassan terjednek a klinikai gyakorlatban, melynek hátterében elsősorban a humán 
képolvasókhoz viszonyított (alig) gyengébb szenzitivitási és specificitási mutatói, valamint jogi 
kérdések állnak.  
Az automata vizsgálatok nagy előnye, hogy a szoftverek az adott vizsgálóhelyen és adott 
betegpopuláción stabilan hozzák a beállításkor mért teljesítmény értékeket, míg a humán 
vizsgálók eredményei számos egyéni és szubjektív tényezőktől függhetnek [276]–[278]. Az 
egyes fejlesztői csoportok eredményeinek összehasonlítása céljával a University of Iowa MA 
detektor fejlesztői versenyt szervezett (International Retinopathy Online Challenge), melyen 
munkacsoportunk tagjai a legjobban teljesítő algoritmus díját szerezték meg 2010-ben [279]. 
A retinát érintő DR-ra jellemző elváltozások variábilis megjelenése miatt az automata 
rendszerek fejlesztése során kifejlesztett algoritmusok olyan elváltozások detektálására 
fókuszálnak, amelyek könnyen leírhatóak, konzekvens megjelenésűek és érzékeny, korai 
indikátorai a retinopátiának, mint például a MA. A MA a DR legkorábbi tüneteinek egyike, és 
jelenléte nélkül a diagnózis sem állítható fel [280], [281]. A MA mellett gyakoriak továbbá a 
világos (fehéres/sárgás) elváltozások detektálására és osztályozására kidolgozott eljárások 
[282], [283]. 
Abramoff és mtsai többféle képfeldolgozás alapú módszertant kombináltak. A 
rendszerük MA detektor mellett a bevérzések, a gyapottépésszerű gócok, és a kemény 
exszudátumok jelenlétét detektálja egy 874 DM-ban szenvedő pácienseket tartalmazó 
populáción. A módszertant irreguláris léziók (mint a nagy bevérzések, illetve a 
neovaszkularizáció) felismerésére is felkészítették. Szenzitivitása 96,8%-os, azonban 
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specificitása 59,4%, mely a rendszer használhatóságát sokáig jelentősen korlátozta [284]. 
Gotman és mtsai a negatív, normál képek elkülönítését tűzték ki célul a képadatbázisból 
annak érdekében, hogy csökkentsék a humán vizsgáló által áttekintendő adatbázis méretét, 
ezáltal a szűrés humánerőforrás igényét. A kombinált képfeldolgozás alapú módszert a MA 
detektálása mellett a foltszerű vérzések és exszudátumok azonosítására is kidolgozták. Céljuk 
a 100%-os szenzitivitás elérése volt, mely a specificitás értékeinek „feláldozásával” párosult. A 
módszertan előszűrő eljárásként alkalmazva a képek 26,4%-át (MA/foltszerű 
vérzések/exszudátumok; ún. két-mezős vizsgálat), illetve 38,1%-át (MA, makula centrált kép 
vizsgálata) volt képes eltávolítani - mint biztosan negatívat - a szűrésre kerülő képadatbázisból 
[285]. 
5.2.3 Kombinált szűrés 
A DR szűrését szolgáló kombinált módszertanunk azon a hipotézisen alapult, hogy az 
eltérő típusú adatforrásokból származó információk kombinált alkalmazása a szűrő 
eljárásokban javítja a modell teljesítményét, mely meghaladja a csak egy adat típura fókuszáló 
modellekét. 
A munkacsoportunk által kialakított eljárások alkalmasak arra, hogy a proteomikai 
adatokkal párhuzamosan egyéb adatféleségeket is bemeneti információként alkalmazzanak a 
szűrővizsgálatok során. A bemeneti adatok széles skálán mozognak, az anamnesztikus klinikai 
információktól egészen a képi anyagokig. A bementként alkalmazott adatféleségek számának 
emelése – természetesen megfelelő kombinációk esetén - az eljárás teljesítményét 
szignifikánsan fokozhatja. Kombinált diagnosztikai módszertanokat már alkalmaznak a szűrő 
eljárások teljesítményének javítására. Ilyen például az emlőtumor szűrésére használt genetikai 
teszt (BRCA1 mutáció) és az MRI felvételek kombinációja [286].  A képfeldolgozás és a könny 
proteomikai alapú markereinekk szűrésben történő alkalmazása, alapjaiban teljesen eltérő 
adatforrást reprezentál, így a DR-ás szemre nézve eltérő típusú információt hordoznak, ezáltal 
egymás hibáinak kiküszöbölésére/javítására lehetnek képesek. 
A DR-szűrés által (jelenleg) elérendő célértékek, a humán vizsgálók által elért 0,8-as 
szenzitivitási, és 0,95-ös specificitási értékek. Kombinált modellünk, elért eredményei 0,93-as 
szenzitivitás és 0,78-as specificitás, melyek a humán vizsgálók eredményességét közelítik. 
Modellünk legoptimálisabban a vizsgálni kívánt fehérjék számának további 
csökkentésével fejleszthető, mely lehetővé teheti az MS/MS módszertan egyszerű gyorstesztre 
(bed-side kit) történő kiváltását. Ezen módszertől egy igen/nem választ várnánk a vizsgálat 
során feltett kérdésre. A szűrővizsgálatokat ezáltal egyszerűbbé, gyorsabbá, és 
költséghatékonyabbá lehetne tenni. A DR szűrővizsgálataként a könnyproteomikai alapú szűrés 
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ugyan jelen formájában, önállóan nem alkalmazható eljárás, azonban a képfeldolgozás-alapú 
eljárások teljesítményét jelentős mértékben fokozhatja [287]. Az eltérő típusú bemeneti 
forrásadatok együttes alkalmazásának a predikció pontosságára gyakorolt kedvező hatását más 
irodalmi adatok is megerősítik [288], [289].  
A kombinált eljárás teljesítménye mindkét modellünk teljesítményét meghaladta, mely 
feltételezhetően annak köszönhető, hogy a két eltérő adatféleség egymástól független, egymást 
kiegészítő információt biztosított az osztályozáshoz. Teljesítmény mutatói: szenzitivitása 0,93; 
specificitása 0,78. 
Az Abramoff és mtsai által validált rendszert a DR szűrésére 2018-ban hagyta jóvá az 
FDA a klinikai gyakorlatban (ClinicalTrials.gov NCT02963441) [290]. A vizsgálat eredményei 
alapján az egészségügyi szolgáltatók számára engedélyezésre került a DR egyes stádiumainak 
és diabéteszes makulaödéma szűrését szolgáló validált mesterséges inteligencia alkalmazása.  
 
 
5.2.4 Potenciálisan alkalmazható új vizsgáló eljárások a diabétesz 
szemszövődményeienk szűrésében és követésében 
 
5.2.4.1 In vivo konfokális cornea mikroszkópia 
 
 
    Az emberi szaruhártya érző idegrostokban gazdag szövet, melyek a háromosztatú 
agyideg (V. agyideg) és a felső nyaki ganglionból eredő szimpatikus axonokból származnak. 
A strómális idegrostok a szaruhártyát a limbusnál érik el, és a Bowman membrán penetrációja 
előtt alakítják ki a subepiteliális plexust [198]. Miután számos kisebb idegvégződéssé 
ágazódik, a subbazális idegi plexus beidegzi a corneális epitéliumot majd az V. agyideggé 
alakul, melynek sűrűsége a szaruhártya centrumában jelentősebb, mint a periférián [198], 
[291]. A szaruhártya idegrostrétege fontos szerepet játszik a szemfelszín funkcionális és 
morfológiai integritásának megtartásában [292], továbbá védő, és trófikus funkciókat (is) 
szolgáltat. 
Az in vivo corneális konfokális mikroszkópia (CCM): gyors, nem-invazív szemészeti 
képalkotási technika, mellyel a szaruhártya sejtszintű változásai nyomon követhetőek 
különböző patológiás kórképekben [293], [294]. Széles körben alkalmazott a diabéteszes 
neuropátia klinikai detektálására [295], [296] és súlyosságának meghatározására [297] felnőttek 
esetében, valamint a klinikai neuropátia kialakulásának előrejelzésére [298], [299], továbbá a 
terápia utáni gyógyulási folyamatok követésére [300]. Korábbi tanulmányok alapján ismert, 
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hogy mind az I-es, mind a II-es típusú cukorbetegségben a DR-ban nem szenvedő betegeknél 
már kimutathatóak a szaruhártya idegrostrétegében bekövetkező változások [301], [302]. 
Gyermekekkel, illetve serdülőkorúakkal kapcsolatosan korlátozottan lelhetőek fel ilyen 
típusú vizsgálati eredmények, longitudinális vizsgálatot pedig elsőként végeztünk fiatal 
diabéteszes betegeken. Pacaud és mtsai nemrég közölt tanulmányukban, ismertetik az I-es 
típusú diabéteszes gyermekeken alkalmazott CCM vizsgálatuk jó reprodukálhatóságú 
eredményeit [303]. Sellers és mtsai a szaruhártya idegrostréteg morfológiájában nem tudtak 
elváltozásokat kimutatni I-es és II-e típusú diabéteszes betegeket CCM-el vizsgálva [304]. 
Hasonló eredményekkel zárultak Elhabashy és mtsai vizsgálatai, ahol OCT készüléket 
alkalmaztak az idegrostréteg és a ganglion sejtréteg elváltozásainak kimutatására [305]. A 
gyermekpopuláció korai diabéteszes neuropátiájának a szűrésére az érzékszervi tesztek - pl. 
rezgés érzékelési küszöb, tapintási érzékelési tesztek - ma már önmagukban alkalmazva nem 
tekinthetőek elegendőnek [306], [307]. 
 Előzetes ismereteinkre alapozva mely szerint részben ismert az abnormális corneális 
idegrost morfológia felnőtt DM-ban szenvedő betegek esetében, minimális neuropátia 
jelenlétében, illetve annak hiányában is [295], [297], [298] CCM vizsgálatokat végeztünk fiatal, 
I-es típusú cukorbetegeken. Széles körű corneális mikroszerkezeti változást mutattunk ki I-es 
típusú diabéteszes betegeken, mely DR esetén szignifikánsan megváltozott. DM  esetén, mind 
gyermek  [308] mind felnőtt [172], [302]  vizsgálati csoportokban a bazális epitélium, valamint 
az endotél sejtek száma lecsökkent. Tanulmányunkban a poszterior strómában lévő keratocita 
sejtsűrűséget magasabb számban detektáltuk I-es típusú diabéteszes betegeknél az egészséges 
kontrollokhoz képest. Ezzel ellentétben, más vizsgálók nem találtak szignifikáns különbséget a 
keratocita sejtszámban a kontroll, és a II-es típusú diabéteszes beteg csoportokat 
összehasonlítva [302]. A keratociták felelősek a strómális extracelluláris mátrix fenntartásáért, 
és kulcsszerepet játszanak a szaruhártya sebgyógyulásában. Az inzulin felgyorsíthatja a 
corneális stróma fenntartását sebzést követően [309]. Korábban már találtak némi különbséget 
a normál és a diabéteszes keratociták génexpressziójában a jelátviteli útvonalakkal 
kapcsolatban. Ezek a megváltozott jelátviteli utak talán nagyobb jelentőséggel is bírnak, mint a 
keratociták sejtsűrűsége [310]. Tanulmányunkban kimutattuk a corneális idegrostrétegek 
rendellenességeit (is): alacsonyabb számú idegelágazódást és hosszúságot találtunk a fiatal 
diabéteszes retinopátiás betegekben, illetve mikroalbuminuriát, megerősítve ezzel a korábban 
leírt eredményeket az I-es és a II-es diabéteszes betegeknél [301], [302]. Továbbá, az automata 
analízis segítségével a diabéteszes betegeknél kevesebb főidegrost elágazódási pontot tudtunk 
detektálni, megerősítve ezzel a korai idegelágazódási pontok elvesztését, a nagyobb idegrost 
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szélességgel és a távolabbi ágak elvékonyodásával összhangban [301], [302], [311]. Érdekes 
módon a teljes idegrostterület hasonló képet mutatott a kontroll és a diabéteszes betegek 
esetében, feltehetően a főbb idegrostok korai relatív megkíméltsége, és az elágazódások 
számának csökkenése következtében.  
 Követéses vizsgálatunk során nem figyeltünk meg szignifikáns változást a szaruhártya 
epitél, keratocita és endotél sejtszámában a 2 év alatt. Az idegrost morfológiát tekintve 
szignifikáns csökkenést tapasztaltunk a disztális elágazódásokban (NBD és NTBD) a DR-ban 
nem szenvedő diabéteszesek követése során, valamint ugyanilyen tendenciát észleltünk a DR-
ban szenvedő betegek proximálisabb elágazódásáiban (NFD) a 2 éves követés végére. Ezzel 
összhangban korábbi szerzők a neurodegeneráció retrográd lefolyását figyelték meg, amikor is 
az inferior idegi elágazódások hossza nagyobb mértékben csökkent, mint a centrális NFL [312]. 
Stem és mtsai  az NFL paraméter jelentősebb csökkenéséről számolt be T1DM során, mint 
T2DM-ben szenvedő páciensek esetén [313]. Továbbá megfigyelték, hogy T2DM esetén olyan 
több támadáspontú intervenció, amely a vérnyomás és testsúly mérséklését célozta meg, a 
corneális idegrostok regenerációjára is hatással volt  [314].  
 Tanulmányunk eredményei összhangban vannak a korábbi publikált ismeretekkel, 
miszerint a corneális idegrostok elváltozásai összefügghetnek a retinopátia jelenlétével, illetve 
súlyosságával.  Továbbá elsőként dokumentáltuk fiatal diabéteszes betegek longitudinális 
vizsgálata során észlelt korai és progresszív corneális idegrost morfológia károsodást. 
Vizsgálataink eredményei alapján a CCM alkalmas lehet az I- es típusú diabéteszes betegek 
szubklinikai állapotának a vizsgálatára, a betegség korai stádiumában történő szűrési célzattal 
történő alkalmazásra. 
 
5.2.4.2 Ultraszéles látószögű pásztázó lézer oftalmoszkópia 
 
Számos, a retinát érintő betegség (pl.: időskori makuladegeneráció, diabéteszes 
retinopátia) kialakulása és kórlefolyása szempontjából a középperiféria állapota mellett a 
periférián elhelyezkedő elváltozások is kiemelkedő jelentőséggel bírnak. Ezen kórképek 
esetében a perifériára lokalizálódó elváltozások vizsgálata és követése nélkülözhetetlen a 
kórképek etiológiájának megismerésében, a kezelési sémák felállításában és hatásosságának 
megítélésében. A perifériák standard vizsgálata céljából alakították ki az ún. hét-mezőjű 
fotódokumentációk protokollját, melynek köszönhetően a fundus kb. 75°-os látószöge válik 
láthatóvá [181]–[183]. A P200C AF (Optos, Dunfermline, UK) ultraszéles látószögű pásztázó 
lézer oftalmoszkóp megjelenése azonban már a retina 200°-os vizsgálatát is lehetővé teszi 
A P200C AF modell, 250 ms expoziciós idő alatt készít fotódokumentációt, mely 
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lehetővé teszi a rossz kooperációs képességű páciensek vizsgálatát is, akár pupillatágítás nélkül. 
Ezen új képalkotó eljárás piros (633 nm) és zöld (532 nm) lézerfényt használ, melyek egy nagy 
konkáv elliptikus tükör felszínéről tükröződnek vissza, és az így létrehozott képek csak piros, 
csak zöld, vagy a piros-zöld „hamis színek” kombinációjában ábrázolódnak. A P200C AF az 
ultraszéles látószögű oftalmoszkóp legújabb verziója, mely közös képalkotási platformot 
használ a retina széles körű rendellenességeinek dokumentálására. 
Az új képalkotó eljárásokat széleskörű alkalmazásukat megelőzően, standard 
módszereken alapuló széles körben elfogadott, és alkalmazott képalkotási módszerekkel kell 
összehasonlítani. Az ARM (időskori makulopátia) és AMD (időskori makuladegeneráció) 
patológiai eltéréseinek osztályozására a nem sztereoszkópikus hagyományos digitális 
fundusfotó (45°) megfelelő mértékben érzékeny, megbízható és standardizált eljárás [315]. 
Az ultraszéles látószögű (200°) pásztázó lézer oftalmoszkóp digitális fundusképeinek 
összehasonlítsa ezért ezen hagyományos képalkotó eljárással történt a makula 
vonatkozásában, az ARM és AMD vonatkozású patológiai eltéréseken keresztül, nemzetközi 
klasszifikáció alapján [200]. Ismert tény továbbá, hogy a DR-ban elsőként megjelenő 
fundusképi elváltozás a MA (10-100 µm) [316] és az AMD-ben megjelenő drusen méretileg 
egymással jól korrelál (kemény drusen <63 µm, a közepes méretű drusen méret 63-125 µm) 
[200]; így a validáció a DR fundusképeinek szempontjából is értékes információkat hordoz. 
Tanulmányunk képanyagát, a reykjavíki szemészeti klinikai vizsgálat nagyszámú beteganyaga 
képezte. Vizsgálatunk az első, mely a P200C AF verzióval foglalkozik, azonban előző típusát 
(P200) már használták korábbi tanulmányokban [317]–[320]. Ultraszéles látószögű képeket 
korábban nem alkalmaztak az ARM és AMD osztályozására, bár a makula patológiai 
rendellenességeinek a jelenlétét már korábban lejegyezték [321]. 
Vizsgálatunkban minden egyes szemről készített ultraszéles látószögű kép megfelelő 
minőségű volt az osztályozáshoz, azonban kilenc hagyományos kép nem felelt meg a kívánt 
kritériumoknak. A képek minőségi problémáit elsősorban a szürkehályog okozta törőközeg 
homályosság eredményezte, mely egyik ismert rizikó tényezője a cukorbetegség [322]; továbbá 
a betegek pozícionálási problémái. A lézer alapú képalkotó eljárásokat kevésbé zavarja a 
törőközegek homályossága [323], [324], így képminőségük mind az élesség, mind a kontraszt 
tekintetében meghaladja a magas felbontású digitális képek minőségét. A képelemzőnek 
tisztában kell lennie az alkalmazott módszer nagy mélységélesség eredményezte 
műtermékekkel (pl.: szemhéjak, szempillák, úszkáló üvegtesti homályok, intraokuláris lencsék 
optikája és haptikája). Továbbá, az ultraszéles látószög alatt készült kép az általánosan 
alkalmazott fehér fény megvilágítása helyett zöld és piros lézerfényt használva jön létre, mely 
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első ránézésre igen ismeretlen képforma az elemző számára. Vizsgálati eredményeink alapján 
megfelelő képalkotási technikával és tapasztalattal minimalizálható, illetve esetenként teljes 
mértékben kiküszöbölhetőek ezen aspektusok. Az ultraszéles látószög alatt alkalmazott lézer 
alapú technika további előnye, hogy a kamera könnyűszerrel mozgatható és így a páciens 
mozgatására nincsen szükség, mely igazi előny az idősebb populáció vizsgálatában. Ezen 
képalkotó eljárás rutinszerűen nem igényel pupillatágítást, bár nehezen kooperáló beteg 
esetében a képminőséget jelentősen javíthatja. 
Tanulmányunk azonos fenotípusokra vonatkoztatva nagyon magas egyezést mutatott a 
vizsgált képi modalitások között. A P200C AF ultraszéles látószögű oftalmoszkóp által készített 
képek megbízhatóan alkalmazhatóak a szemfenéki elváltozások detektálására és az 
elváltozások meghatározására. A képolvasók egymáshoz viszonyított és a képolvasó 
önmagához viszonyított variabilitása alacsony volt (magas egyezés) mindkét képalkotó eljárás 
esetén. Annak ellenére, hogy a képelemzőknek nem állt hosszas tanulási periódus 
rendelkezésükre a P200C AF képalkotó által készített fundusfotók interpretálására, kellő 
mértékű ismereteket szereztek a különféle léziók azonosításához és az artefaktumok 
elkülönítéséhez. A két képalkotó eljárás által készített, és a képelemzők által osztályozott 
fundusfotók egyezése magas volt, kiugró K értékekkel. Kivételt azon esetek képeztek, ahol túl 
kevés kategória állt rendelkezésre az összehasonlításhoz. A képelemzés kezdeti szakaszában, a 
kis kemény drusenek azonosítása okozott nehézséget (elsősorban), melyet feltételezhetően a 
drusen és a pixel méretek közötti hasonlóság eredményezett az ultraszéles látószögű 
oftalmoszkóp által készített képeken. Ezt tükrözi az alacsonyabb egyezés és K érték. Az AMD 
korai jele lehet a RPE kis hiper-, és hipo-pigmentációja, azonban a pigment abnormalitások 
osztályozása nehéz digitális képeken, melyet jelen tanulmányunk is igazolt. Sem a 
hagyományos, sem az ultraszéles látószögű képalkotó eljárással nem készültek olyan minőségű 
fundusképek, hogy a kis pigment elváltozásokat megbízhatóan osztályozhassuk. 
A makula vizsgálata során végzett, hagyományos (45°) és ultraszéles látószögű (200°) 
digitális képek osztályozása szignifikáns egyezést mutatott az általunk vizsgált elváltozások 
eseteiben. Ezen vizsgálat a jövőbeni alapját képezi az ultraszéles látószögű képek periférikus 
retinális elváltozásainak elemzéseinek, melyek korábban fel nem ismert rendellenességeket 
tárhatnak fel a retina perifériáján, továbbá hozzájárulhatnak a különböző kórképek (pl. AMD 
és DR) kialakulásának és patológiai rendellenességeinek megértéséhez. 
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6 ÚJ EREDMÉNYEK 
6.1 A szaruhártya sebgyógyulási folyamatainak vonatkozásában 
• Megállapítottuk, hogy a szaruhártya refraktív lézerkezelését követő sebgyógyulási 
folyamatok során a páciensek könnymintáinak urokináz uPA szintje jellegzetes 
mintázatot mutat a korai posztoperatív időszakban, és ez a mintázat szignifikánsan 
különbözik normál, illetve komplikált sebgyógyulás (haze) során, mely utóbbiról 
igazoltuk, hogy szerin proteináz inhibitor alkalmazásával indukálható. 
• Igazoltuk az állatmodell és a humán könnyminták uPA mintázatának hasonlóságát – 
normál, illetve komplikált sebgyógyulás esetén - és bizonyítottuk, hogy a nyúl kiváló 
modell a corneális sebgyógyulási folyamatok tanulmányozására, miközben vemhessége 
a posztoperatív haze kialakulásának valószínűségét jelentős mértékben fokozza. A haze 
kialakulását egyaránt eredményezheti az uPA csökkent expressziója és/vagy a PAI-2 
emelkedett koncentrációja, és szignifikánsan csökkenthető kialakulási valószínűsége az 
uPA lokális (szemcsepp) pótlásával.  
• Rekombináns PAI-2 szemcseppet állítottunk elő, mely állatkísérletben vegyi sérülést 
követően alkalmazva csökkenti a haze súlyosságát. 
6.2 A diabétesz okozta szemszövődmények szűrésének vonatkozásában 
 
• Elsőként azonosítottuk a DR-ban szenvedő betegek könnyfilm-rétegében megjelenő 
specifikus fehérjéket és izoláltuk közülük azokat, amelyek a könnyből történő DR 
szűrésére potenciálisan alkalmazhatóak, valamint igazoltuk, hogy az automatizált 
szűrőprogramok kombinálása a könny-proteomikai elemzéssel javíthatja a 
szűrőprogramok találati pontosságát.  
• Kombinált eljárásunk vizsgálati körülmények között elérte 0,93-as szenzitivitás és 0,78-
as specificitás értékeit, mely közelíti a humán vizsgálók szűrési célértékeit (0,80-as 
szenzitivitás és 0,95-as specificitás). 
• In vivo corneális konfokális mikroszkópiával 1-es típusú diabétesz mellituszban 
szenvedő fiatalok szaruhártyáinak vizsgálatakor morfológiai eltéréseket állapítottunk 
meg, amelyek összefüggést mutattak a retinopátia jelenlétével, illetve súlyosságával. 
Továbbá, elsőként dokumentáltuk fiatal diabéteszes betegek longitudinális vizsgálata 
során a korai és progresszív corneális idegrost morfológia károsodását.  
• A makula vizsgálata során végzett, hagyományos (45°) és ultraszéles látószögű (200°) 
digitális képek osztályozása szignifikáns egyezést mutatott az általunk vizsgált 
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elváltozások eseteiben. Ezen vizsgálat a jövőbeni alapját képezi az ultraszéles látószögű 
képek periférikus retinális elváltozásainak elemzéseinek, melyek korábban fel nem 
ismert rendellenességeket tárhatnak fel a retina perifériáján, továbbá hozzájárulhatnak 
a különböző kórképek (pl. AMD és DR) kialakulásának és patológiai 
rendellenességeinek megértéséhez. 
 
7 AZ EREDMÉNYEK GYAKORLATI JELENTŐSÉGE 
7.1 A szaruhártya sebgyógyulási folyamatainak vonatkozásában 
Eredményeink közül a szaruhártya refraktív lézersebészeti beavatkozását követően a klinikai 
gyakorlatában közvetlenül is hasznosíthatónak az alábbiakat gondoljuk: 
• A 3. posztoperatív napon mért alacsony uPA aktivitás a késői posztoperatív szakban 
kialakuló haze prediktív jele lehet. 
• Az uPA lokális (szemcsepp) pótlása csökkentheti az esetenként kialakuló posztoperatív 
haze valószínűségét. 
• Az általunk szabadalmaztatott eljárással előállított rekombináns PAI-2 fúziós fehérje 
további állatkísérletes és klinikai vizsgálatok után lehetőséget biztosíthat 
szaruhártyafekélyek gyógyításában történő felhasználására a klinikai gyakorlatban. 
7.2 A diabéteszes szemszövődmények szűrése vonatkozásában 
Eredményeink közül a diabétesz szűrésében, a klinikai gyakorlatban közvetlenül is 
hasznosíthatónak az alábbiakat gondoljuk: 
• A könny proteomika alapú vizsgálatokat digitalizált retina képek automatizált 
feldolgozásával kombinálva a cukorbetegségben szenvedő, de DR eltérését nem mutató 
páciensek előszűrése. A kombinált eljárás bemeneti adatforrásai a digitális fundusfotón 
azonosított MA-k száma, valamint a könny fehérjék koncentráció értékei. A vizsgáló 
eljárás pontossága (0,93/0,78-as szenzitivitás/specificitás) erősen közelíti azt a 
minimum értéket, melyet a British Diabetic Association a szűrőprogramok számára 
meghatároz (0,80/0,95-ös szenzitivitás/specificitás). 
• Az in vivo konfokális mikroszkópia alkalmas az I- es típusú diabéteszes betegek, 
szubklinikai állapotának a vizsgálatára, a betegség korai stádiumában történő szűrésére, 
valamint az új terápiás modalitásokból származó egészségnyereség monitorozására. 
• A P200C AF ultraszéles látószögű pásztázó lézer oftalmoszkóp (OPTOS PLC, 
Dubfermline, UK) által készített fotódokumentációk a „gold standard“ hagyományos 
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kamera (45°) rendszerek által készített képeknek megfeleltethetőek és alkalmazhatóak 
rutin klinikai ellátásban.  
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 Szeretném köszönetemet kifejezni egykori főnökömnek és mentoromnak, Berta András 
Professzor Úrnak, hogy bevezetett a könnykutatás témakörébe és a szemészeti szakma szépségeibe, 
hasznos tanácsaival segítette mind kutatói mind szemészeti pályafutásom. Biztatott az egyetem egyik 
első spin-off cégének létrehozásában, és ösztönzött arra, hogy ez az értekezés létrejöjjön.  
 Külön köszönöm Tőzsér József Professzor Úrnak, a Biokémiai és Molekuláris Biológiai Intézet 
igazgatójának a laboratóriumi munka csodáival való megismertetést, hasznos tanácsait, mellyel 
mindvégig segítette kutató munkáinkat. Külön köszönöm, hogy spin-off cégünk létrehozásában és 
működtetésében mindvégig támogatott kitartó munkájával. A nehézségek során mellettem állt, újabb és 
újabb pályázatok benyújtására biztatott, melyek megvalósításában elengedhetetlen segítséget nyújtott. 
 Baráti köszönettel tartozom David Silver Professzor úrnak (Johns Hopkins University, APL, 
Baltimore, USA) statisztikai elemzéseiért, közleményeink és szabadalmaink elkészítésében nyújtott 
elengedhetetlen segítségéért. 
 Hassan Ziad doktor úrnak, hogy biztosította számomra a humán tanulmányok és az állatkísérletek 
elvégzéséhez szükséges refraktív sebészeti feltételeket. Ezen vizsgálatok elvégzésében mérhetetlen 
segítséget nyújtott számomra Sefcsik István, a Debreceni Egyetem állatorvosa. 
 A könnyminták proteomikai vizsgálataiért Csősz Évának a Proteomika Szolgáltató Laboratórium 
vezetőjének tartozom köszönettel, és hálás vagyok a sorsnak, hogy munkáink egyre szorosabban 
fonódhattak össze az évek során. Nagy megtiszteltetés számomra, hogy közösen alapíthattuk meg a 
proteomikai munkacsoportunkat és könnykutatásaink ezáltal egyre szélesebb körű proteomikai 
platformra helyeződtek. 
 Köszönöm Hajdú Andrásnak, az Informatikai Tanszék igazgatójának, hogy érdeklődésemet a 
cukorbeteg páciensek fundusképéinek elemzését illetően informatikai síkra terelte, és az általunk 
tanulmányozott két kutatási területet összefonva is vizsgálhattuk.  
 Ezen vizsgálatok ösztönzésében kiemelt támogatást kaptunk egykori főnökömtől, Pető Tünde 
Professzor Asszonytól (Ophthalmology Department, Queen’s University, Belfast), akinek baráti 
köszönettel tartozom a diabéteszes retinopátia szűrésébe történő bevezetésért. 
 Hálás vagyok Szalai Eszter kolléganőmnek, hogy érdeklődésemet a szemfenéki képek 
vizsgálatairól a szaruhártyára irányította, és közös kutatásainkat szakmai tudásával segítette elő.  
 Köszönöm a Debreceni és a Pécsi Szemklinika, a Debreceni Biokémiai és Molekuláris Biológiai 
Intézet, a Proteomika Szolgáltató Laboratórium, az Informatikai Kar, Kutatócsoportunk, Társszerzőim, 
PhD hallgatóim, és az InnoTears Kft. valamennyi dolgozójának támogatását, hasznos tanácsaikat, 
sokoldalú szakmai támogatásukat. 
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Végezetül, de nem utolsó sorban mindenek felett hálás vagyok szüleimnek, hogy feltételek nélkül 
támogattak pályafutásom során és mindvégig mellettem álltak az élet nehéz pillanataiban. Ezen bátorítás 
és támogatás eredménye ez a munka is. Köszönöm családomnak, férjemnek és gyermekeimnek, hogy 
szeretetükkel mindvégig mellettem álltak.
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